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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ACG – Área de Conservación Guanacaste 
AGE – agarozna gelska elektroforeza 
ang. – angleško 
ARSO – Agencija Republike Slovenija za okolje 
BOLD – Barcode of Life Database 
bp – bazni par 
dH2O – deionizirana voda 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
dNTP – mešanica deoksinukleotidtrifosfatov 
EDTA – etilendiamintetraocetna kislina 
GDD – temperaturne vsote (ang. growing degree days) 
ITS – notranji prepisani vmesnik (ang. internal transcribed spacer) 
K2P – Kimurin dvoparametrični model  
LB – gojišče Lysogeny Broth 
LSU – velika podenota (ang. large subunit) 
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NaDS – natrijev dodecilsulfat 
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Sequencing) 
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Tris – 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 
UV – ultraviolično 
  
Razlikovanje med gosenicami vešč sovk na osnovi črtne kode DNA 
Povzetek  
Sovke (Noctuidae) so številčna družina nočnih metuljev, med katerimi najdemo tudi 
vrste, katerih gosenice povzročajo precejšnjo škodo na pridelkih. Gosenice različnih vrst 
teh metuljev so si med seboj po izgledu zelo podobne, zato jih je morfološko skoraj 
nemogoče ločiti med seboj. Pri tem nam lahko pomagajo molekularnobiološke 
značilnosti organizmov, med njimi črtna koda DNA. Ta temelji na ideji, da v genomu 
vseh živih bitij obstaja univerzalen segment, preko katerega lahko organizmu določimo 
vrsto. Univerzalnega segmenta DNA trenutno ne poznamo, saj je kriterij za naziv črtne 
kode zelo strog, zato se za posamezne skupine organizmov uporabljajo različne črtne 
kode. Kljub visoki uspešnosti in široki uporabnosti črtne kode DNA ne moremo 
uporabljati kot edinega taksonomskega pristopa, zato je poleg nje priporočljivo 
uporabljati še druge, tradicionalne metode. 
Cilj diplomskega dela je bil preveriti, ali črtna koda DNA omogoča določevanje gosenic 
sovk do vrste natančno. Zaradi prepovedi opravljanja eksperimentov v povezavi z 
omejevanjem širjenja virusa SARS-CoV-2 smo se osredotočili na bioinformatsko analizo, 
kjer smo primerjali nukleotidna zaporedja črtnih kod iz štirih sovk ter enega modrina 
(Lycaenindae), ki je predstavljal negativno kontrolo. Ugotovili smo, da bazi podatkov 
GenBank in BOLD vsebujeta nekaj nepravilno pripisanih nukleotidnih zaporedij, zato je 
treba zaporedja iz vsake uporabljene baze ročno preveriti. Ugotovili smo tudi, da je črtna 
koda DNA primerna za razlikovanje med vrstami sovk, z izjemo sestrskih vrst 
Chrysodeixis chalcites in Chrysodeixis eriosoma, ki sta si po nukleotidnih zaporedjih 
preveč podobni, da bi ju lahko samo preko črtne kode DNA ločili na dve različni vrsti. 
Po drugi strani smo ugotovili, da se zaporedja črtnih kod predstavnikov Trichoplusia ni 
iz Evrazije precej razlikujejo od tistih iz Severne Amerike, čeprav gre za isto vrsto. Za 
konec smo opravili še meteorološko analizo zadnjih petih zim v Zgornji Vipavski dolini. 
Ugotovili smo, da so se zime v zadnjih petih letih sicer iz leta v leto rahlo otoplile, vendar 
trenutno stanje še ne predstavlja nevarnosti, da bi Chrysodeixis chalcites uspela prezimiti 
v notranjosti Primorske, razen na zaščitenih mikrolokacijah, in se s tem razširiti v 
notranjost celine. 
 
Ključne besede: Noctuidae, črtna koda DNA, COI  
 
  
Discrimination between owlet moth caterpillars based on DNA barcode 
Abstract 
The family of owlet moths (Noctuiade) is comprised of numerous species, many of which 
are known as pests. To prevent as much damage as possible, it is crucial to distinguish 
between them while still in their larval state. Since many owlet moth larvae of different 
species look very much alike, it is almost impossible to tell them apart morphologically. 
Molecular methods have thus been implemented to aid in this problem, among them DNA 
barcoding. DNA barcoding is based on the idea that every living being contains a short 
universal segment in their DNA which can be used to discriminate them to the species 
level. However, the requirements for a region to be considered a barcode are very strict, 
which is why we still haven't found a truly universal segment of DNA. Therefore, 
different regions of DNA are used as barcodes for different groups of organisms. While 
DNA barcoding may have a very high success rate and can be used in many fields of 
science, it is insufficient when used alone. It yields the best results when combined with 
traditional methods. 
The purpose of this thesis was to test the effectivenes of DNA barcoding for 
distinguishing between different species of noctuid larvae. Since we were unable to 
complete the experiments due to COVID-19 epidemic measures, we focused on a 
bioinformatic analysis, in which we compared barcode sequences from four noctuid 
species and one from the family Lycaenidae, the latter used as negative control. We 
noticed that both databases used in the analysis (GenBank and BOLD) contained 
sequences that had been annotated to a wrong species, so caution is advised when using 
downloaded sequences. We found DNA barcoding to be an effective method for 
distinguishing between noctuid species, with the exception of the sister species 
Chrysodeixis chalcites and Chrysodeixis eriosoma, as their sequences differ too little to 
be delineated by barcoding alone. On the other hand, we noticed that in the case of 
Trichoplusia ni sequences from samples caught in North America differ significantly 
from the ones caught in Eurasia. We concluded the research by a meteorological analysis 
where we analyzed the past five winters in the Upper Vipava valley. We found out that 
eventhough winters have become warmer in the last five years, they do not yet allow 
Chrysodeixis chalcites a successful overwintering and thus its spread to the inner area of 
Primorska, except in sheltered microlocations. 
 









1.1 Sovke (Noctuidae) 
1.1.1 Splošen opis sovk 
Sovke (Noctuidae) so številčna skupina nočnih metuljev. Dolgo so veljale za največjo 
družino znotraj reda metuljev (Lepidoptera), danes pa z več kot 11.000 vrstami ter več 
kot 1000 rodovi predstavljajo drugo največjo družino znotraj naddružine Noctuoidea 1, 2. 
Odrasli metulji imajo čokato in dlakavo telo z močnimi oprsnimi mišicami, zaradi katerih 
sovke veljajo za dobre letalce, ki ob selitvi brez težav premagujejo velike razdalje. Z 
izjemo nekaterih tropskih vrst imajo krila obarvana sivo ali rjavo; trioglata sprednja krila 
po navadi vsebujejo neizrazit vzorec, s pomočjo katerega se zlijejo z okolico in s tem 
skrijejo pred plenilci, zadnja krila pa so enobarvna. Gosenice so po navadi gladke z nekaj 
majhnimi ščetinami ter neizrazite rjave, sive ali zelene barve 2, 3. Vse gosenice vsebujejo 
tri pare pravih nog na oprsju, medtem ko to ne velja za prisotnost vseh petih parov panog 
v trebušnem delu; ena izmed teh izjem je poddružina Plusiinae, katere pripadniki 
vsebujejo le tri pare panog. Posledica tega je, da se gosenice premikajo v obliki pednjanja, 
ki je sicer značilno za družino pedicev (Geometridiae) 4. 
1.1.2 Sovke kot škodljivci 
Za razliko od odraslih sovk, ki se z rilčkom prehranjujejo s sladkimi sokovi iz cvetov, 
sadežev, ranjenih dreves in drugih virov, lahko njihove gosenice povzročajo veliko škode. 
Veliko jih je polifagnih in se prehranjujejo s številnimi rastlinami, medtem ko imajo 
nekatere ožji izbor hrane 2, 5. Glede na škodljivost poznamo listne sovke ter talne oziroma 
zemeljske sovke. Listne sovke se prehranjujejo z nadzemnimi deli rastlin: ličinke vrtajo 
rove v različne plodove, kot so glavice bombaža, koruzni storži in paradižnik, na listih pa 
povzročajo manjše ali večje luknje. Poleg tega pridelke onesnažujejo z iztrebki 2, 6. Talne 
sovke so podnevi v površinskem sloju tal ali v razpokah, ob mraku pa pridejo na površje 
in poškodujejo rastlinske dele ob stiku s tlemi ter s tem povzročajo lomljenje ter 
propadanje rastlin 3. 
Kljub polifagnosti ni nujno, da vrsta gosenice, ki jo najdemo na neki rastlini, le-tej 
povzroča škodo, zato je identifikacija vrste ključni korak pri načrtovanju morebitnih 
ukrepov za preprečevanje škode 7, 8.  
1.1.3 Razlikovanje med vrstami sovk in drugih metuljev 
Klasičen morfološki pristop se je pri razlikovanju med vrstami sovk izkazal za 
nepraktičnega in zapletenega. Pri sovkah namreč ne opazimo neke skupne, nedvoumne 
lastnosti (apomorfija), poleg tega pa so si številne vrste med seboj morfološko zelo 




Med življenjskimi stopnjami so morfološko najbolje opisani odrasli metulji. Vrste, ki si 
niso zelo podobne, lahko razlikujemo že po obliki, barvi ter vzorcu kril. Za osebke, ki so 
si na prvi pogled zelo podobni, pa primerjamo bolj zapletene lastnosti, kot so položaj žil 
v krilih, število krempljev, poraščenost oči, orientacija slušnih organov, prisotnost dlačic 
na nogah in oblika spolnih organov 10, 11.  
 
Slika 1.1: Podobnost med odraslima sovkama iz različnih rodov. Na levi strani je odrasel metulj 
paradižnikove sovke (Chrysodeixis chalcites), na desni strani pa odrasel metulj zeljne sovke (Trichoplusia 
ni) 12. 
Gosenice, ki so z gospodarskega vidika najpomembnejše, saj povzročajo največ škode, 
so za razliko od odraslih metuljev morfološko slabo raziskane. Te so si namreč med seboj 
še bolj podobne kot odrasli osebki, zato je njihova identifikacija toliko težja (slika 1.2) 5, 
7. Spolni organi, ki pri razlikovanju odraslih metuljev predstavljajo eno izmed najbolj 
zanesljivih lastnosti, pri gosenicah še niso razviti. Barva gosenice lahko pomaga pri 
identifikaciji, vendar se nanjo ne smemo preveč zanašati, saj je ta lastnost pri gosenicah 
lahko spremenljiva 8. Obarvanost gosenice je namreč odvisna od številnih dejavnikov kot 
so: v kateri razvojni stopnji je gosenica, v katerem letnem času se razvija, na kateri rastlini 
se prehranjuje, v kakšnem okolju živi in gostota populacije 8, 13, 14. Razlike v obarvanosti 
gosenic iste vrste so lahko zelo očitne, lahko pa so minimalne, na primer razlika v 
obarvanosti pravih nog (slika 1.3).  
 
Slika 1.2: Podobnost med gosenicami sovk iz različnih rodov. Od leve proti desni si sledijo gosenice 
paradižnikove sovke (Chrysodeixis chalcites) 15, zeljne sovke (Trichoplusia ni) 16 in glagolske sovke 





Slika 1.3: Različno obarvane gosenice metuljev iste vrste. Pod črko A je prikazana razlika v obarvanosti 
pravih nog (zgoraj zelene, spodaj črne) na primeru paradižnikove sovke (Chrysodeixis chalcites) 15, 17, pod 
črko B pa je prikazana razlika v obarvanosti celotne gosenice na primeru južne plodovrtke (Helicoverpa 
armigera) 18, 19. 
Glavni lastnosti, ki ju določamo pri razlikovanju med vrstami, sta število parov panog ter 
prisotnost in položaj ščetin. Slednje se velikokrat težko vidijo, poleg tega pa so pogosto 
asimetrično porazdeljene 7. Določevalni ključi za gosenice so tako večinoma zelo dolgi 
in zapleteni ali pa posplošeni in osredotočeni le na osebke, ki so v opisanem okolju najbolj 
relevantni 7, 8, 20.  
Iz naštetih primerov je razvidno, da je razlikovanje med vrstami po morfoloških znakih v 
veliko primerih zelo zapleten in posledično časovno potraten postopek, kateremu so kos 
le najbolj izkušeni taksonomi. To ne velja le za sovke, temveč za vse žive organizme, zato 
se je z razvojem molekularnobioloških tehnik povečalo zanimanje za uporabo le-teh pri 
določevanju vrst 21.  
 
1.2 Črtna koda DNA 
Določanje črtne kode DNA je približno dve desetletji stara metoda, ki se je razvila kot 
odgovor na težave pri tradicionalnem določevanju vrst živih bitij. Temelji na ideji, da vsi 
organizmi v svoji DNA vsebujejo kratek standardiziran segment, ki vsebuje nukleotidno 
zaporedje, unikatno njihovi vrsti. Nukleotidno zaporedje segmenta tako predstavlja črtno 
kodo, le da nam ta namesto cene izdelka pove vrsto organizma 22. Črtno kodo DNA lahko 
uporablja vsak, ki želi brez morfološkega predznanja na hiter način ugotoviti vrsto 
raziskovanega organizma, za taksonome pa predstavlja nepogrešljiv pripomoček, ki 





Princip črtne kode DNA je sestavljen iz dveh delov, in sicer iz (1) sestavljanja knjižnice 
črtnih kod iz osebkov z že določeno vrsto ter iz (2) analiziranja ter primerjanja 
pridobljenih črtnih kod neznanih osebkov s tistimi v knjižnici 22. Pri prvem potrebujemo 
osebek, ki so mu izkušeni taksonomi že določili vrsto na podlagi tradicionalnih metod 
(morfologija, ekologija). Pri tem gre lahko za sveže ujet osebek ali osebke iz muzejev 
oziroma herbarijev. Črtne kode DNA, pridobljene iz teh tako imenovanih "vavčerskih 
vzorcev" (ang. voucher specimens), strokovnjaki vnesejo v bazo podatkov kot referenčna 
zaporedja 21, 22. Drugi del postopka se od prvega razlikuje v tem, da zanj ne potrebujemo 
predhodnega znanja iz taksonomije ter da za izolacijo DNA ne rabimo v celoti 
ohranjenega osebka. DNA lahko namreč izoliramo že iz majhnega števila celic, poleg 
tega pa se skozi življenje organizma ne spreminja, zato jo lahko izoliramo iz katere koli 
življenjske oblike (seme, jajce, ličinka, buba itd.). Na ta način pridobljene črtne kode 
zopet vnesemo v bazo podatkov, kjer s pomočjo poravnav nukleotidnih zaporedij 
neznanemu osebku določimo vrsto 22.  
Eksperimentalni postopek je za oba dela podoben in bistveno enostavnejši od 
tradicionalnih taksonomskih metod. Prvi korak je izolacija osebkove DNA. Sledi verižna 
reakcija s polimerazo (PCR), s katero pomnožimo regijo, ki vsebuje segment s črtno kodo. 
Pomnoženo regijo nato vnesemo v vektor in jo kloniramo, za konec pa ji določimo 
nukleotidno zaporedje; trenutno se še vedno pogosto uporablja Sangerjeva metoda, ki 
predstavlja "zlati standard", v zadnjem času pa so se uveljavile tudi tehnike naslednje 
generacije določevanja zaporedja (NGS) 23. Za konec pridobljeno nukleotidno zaporedje 
črtne kode vnesemo v bazo podatkov, kjer ji pripišemo vrsto 22. 
 
1.3 Črtne kode DNA pri različnih organizmih 
Trenutno še ne poznamo univerzalnega segmenta DNA, s katerim bi lahko določali vrste 
organizmom iz vseh kraljestev, in nekateri menijo, da bo zaradi velike genetske 
raznolikosti med kraljestvi pri tem tudi ostalo 21. Zaporedje DNA je namreč za to, da ga 
uporabimo kot črtno kodo primerno le, če ustreza naslednjim kriterijem: (1) zaporedje 
mora imeti čim manjšo variabilnost znotraj vrste (pod 2 %) in čim večjo variabilnost med 
vrstami (načeloma 10-krat večjo kot znotraj vrste) 23, 24; (2) zaporedje mora biti z obeh 
strani obdano z evolucijsko ohranjenima zaporedjema, ki omogočata uporabo 
univerzalnih začetnih oligonukleotidov za reakcijo PCR 22; (3) zaželena dolžina zaporedja 
je krajša od 700 bp zaradi Sangerjeve metode; (4) zaporedje naj vsebuje čim manj 
mikrosatelitov in dolgih ponavljajočih se dinukleotidov, saj ti lahko povzročajo napake 
pri PCR 23; (5) zaporedje naj bo standardizirano, da se lahko uporablja pri čim več 
taksonih 21.  
1.3.1 Črtna koda DNA pri živalih 
Pri živalih črtno kodo večinoma predstavljajo nukleotidna zaporedja iz mitohondrijske 




rekombinacij, večina živali pa jo podeduje le po materini strani, zato imajo le en niz 
mitohondrijskih genov (haploidnost) 21, 25. Poleg tega vsaka celica vsebuje veliko 
mitohondrijev in s tem kopij mtDNA, zato je njena koncentracija za izolacijo zadostna že 
v majhni količini tkiva 26.  
Pri vretenčarjih in nekaterih nevretenčarjih se kot črtna koda uporablja tako imenovana 
Folmerjeva regija, ki je dobila ime po znanstveniku, čigar skupina jo je prvič uporabila 
za razlikovanje med vrstami 27. Gre za 658 bp dolgo regijo na 5'-koncu mitohondrijskega 
gena COI, ki vsebuje zapis za podenoto I encima citokrom c oksidaze 25. Ta je ključen pri 
procesu elektronske prenašalne verige, podenota I pa vsebuje katalitično mesto, kjer 
poteka redukcija kisika do vode. Zaradi izredne pomembnosti encima pri celičnem 
dihanju je njegova aminokislinska (in s tem tudi nukleotidna) sestava precej ohranjena in 
se evolucijsko spreminja počasi. Poleg tega COI redko vsebuje introne, ima ohranjena 
mesta za vezavo začetnih oligonukleotidov, večina mutacij pa je v obliki substitucij, kar 
olajša poravnavo zaporedij iz različnih osebkov. Zaradi naštetih lastnosti predstavlja 
Folmerjeva regija odlično črtno kodo za živali; z njo so bili pri določevanju vrst uspešni 
v več kot 98 % primerov 21, 28, 29. 
Kljub široki uporabi je nukleotidno zaporedje Folmerjeve regije pri nekaterih živalih 
nezadosten vir informacij za določanje vrst, kar je lahko posledica posebnosti v dedovanju 
njihove mtDNA. Pri nekaterih vrstah opazimo pojav introgresije. Gre za pojav, kjer se 
geni ene vrste preko povratnega križanja vnesejo v genski sklad druge vrste in s tem 
povzročijo zmedo pri razlikovanju teh dveh vrst 21. Pri nekaterih živalih, kot so npr. 
morske školjke iz rodu Mytilus, se mtDNA lahko deduje tako po materini kot po očetovi 
strani 30. Še en primer, ki lahko otežuje delo, je pojav v jedru prisotnih mitohondrijskih 
psevdogenov (NUMT), ki so nastali s translokacijo delov mtDNA v jedrno DNA. NUMT 
imajo mutacije, ki niso značilne za mutacije v mtDNA (npr. nesmiselne mutacije), vendar 
pa imajo lahko še vedno ohranjena mesta za vezavo začetnih oligonukleotidov, zato se 
neželeno pomnožijo pri reakciji PCR 25. V takih primerih za analizo uporabimo še druge 
gene, ki so lahko bodisi mitohondrijski bodisi jedrni 21. 
Raznim nižjim živalim, kot so spužve, koralnjaki in gliste, se mitohondrijska DNA 
evolucijsko spreminja bistveno počasnejše (tudi do 20-krat) kot pri višjih živalih, zato se 
pri njih za razlikovanje vrst uporablja okoli 453 bp dolga regija z imenom I3-M11. Tudi 
ta se nahaja na genu COI, in sicer 69 baznih parov navzdol od Folmerjeve regije, vendar 
je za razliko od slednje bolj variablina 31. V veliko primerih kot črtne kode uporabljamo 
segmente iz genov za mitohondrijske ribosomske RNA. Ta genomski odsek je sestavljen 
iz zapisa za RNA velike podenote (LSU oz. rDNA 16 S) ter iz zapisa za RNA male 
podenote (SSU oz. rDNA 12 S). Oba zapisa vsebujeta med ohranjenimi domenami 
razpršene regije, kar otežuje proces prileganja daljših zaporedij, vendar pa vselej 
predstavljata zanesljivi črtni kodi za razlikovanje tako na nižjih kot na višjih filogenetskih 
ravneh 25. Segment  rDNA 16 S se kot glavna črtna koda uporablja pri razlikovanju med 




16 S večja kot baza podatkov zaporedij COI, poleg tega pa za  rDNA 16 S obstajajo 
univerzalni začetni oligonukleotidi, medtem ko jih za COI potrebujemo več (različne za 
različne vrste) 32. Ostali mitohondrijski geni, ki so se izkazali kot uporabni pri 
razlikovanju nekaterih vrst živali, so: NADH 1-6, NADH 4L, COII, COIII, Cyt b, ATP6 
in ATP8 25. Ti vsebujejo zapise za: verige 1-6 in verigo 4L encima NADH ubikinon 
oksidoreduktaze, podenoti II in III encima citokrom c oksidaze, citokrom b ter podenoti 
6 in 8 encima ATP-sintaze F0. 
Nukleotidna zaporedja iz jedra se pri živalih redkeje uporabljajo kot črtne kode. Jedrni 
protein kodirajoči geni se namreč evolucijsko počasneje spreminjajo od mitohondrijskih, 
poleg tega pa vsebujejo introne, ki se lahko po dolžini precej razlikujejo in s tem ovirajo 
poravnavo. Za razliko od protein kodirajočih genov se bolje obnesejo geni, ki zapisujejo 
celično ribosomsko RNA. Ta genomska regija je sestavljena iz treh kodirajočih 
segmentov ("podenot") ter iz dveh vmesnikov (ang. internal transcribed spacer, ITS), ki 
si od 5'-konca do 3'-konca sledijo po naslednjem vrstnem redu: 18 S, ITS1, 5,8 S, ITS2, 
28 S. Tako kot mitohondrijski geni, so tudi ti v jedru prisotni v velikem številu kopij, saj 
so tandemsko ponovljeni. Kljub temu so vse ponovitve med seboj po nukleotidnem 
zaporedju identične, zato predstavljajo dobre kandidate za črtne kode 25. 
Med naštetimi elementi se najpogosteje uporabljata vmesnika ITS1 in ITS2, saj se zaradi 
manjšega selekcijskega pritiska njuni nukleotidni zaporedji hitreje spreminjata. Pri tem 
je treba biti pozoren na to, da se poleg nukleotidnega zaporedja spreminjata tudi njuni 
dolžini, zato je treba paziti pri poravnavah zaporedij. Segment  rDNA 18 S se po navadi 
uporablja za razlikovanje med višjimi taksonomskimi ravnmi, medtem ko rDNA 28 S 
vsebuje regijo, imenovano D1-D2, ki bi se zaradi hipervariabilnosti lahko uporabljala tudi 
za razlikovanje na ravni vrst 25.  
1.3.2 Črtna koda DNA pri rastlinah  
Pri rastlinah je uporaba črtne kode DNA bolj zapletena kot pri živalih. V rastlinski 
mitohondrijski DNA namreč poteka precej manj nukleotidnih substitucij, zaradi česar je 
manj heterogena in s tem neustrezna za iskanje črtnih kod 33. Znanstveniki so se tako 
osredotočili na kloroplastno DNA, ki predstavlja alternativo mitohondrijski, saj je v 
rastlinski celici prav tako prisotna v velikem številu kopij. V kloroplastnem genomu 
trenutno še niso odkrili regije, ki bi kot COI v mitohondrijskem genomu ustrezala vsem 
kriterijem za črtno kodo DNA, zato pri razlikovanju med vrstami rastlin uporabljamo 
kombinacijo več regij 21.  
Med standardni rastlinski črtni kodi štejemo dela genov rbcL in matK 34. RbcL vsebuje 
zapis za encim ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO), ki sodeluje pri 
fiksaciji ogljika v procesu fotosinteze. Zaradi pomembnosti encima je gen rbcL najbolj 
okarakteriziran kloroplastni gen, poleg tega pa ima evolucijsko dobro ohranjeno 
nukleotidno zaporedje, zato ga je mogoče brez težav pomnožiti z uporabo univerzalnih 
začetnih oligonukleotidov. Njegova slabost je, da ne vsebuje pretežno variabilnih regij, 




za encim maturazo K, ki v in vivo pogojih sodeluje pri izrezovanju intronov tipa II 26. Za 
razliko od rbcL spada matK med najbolj evolucijsko razvijajoče se regije v kloroplastni 
DNA, zato je primeren za razlikovanje osebkov na ravni vrst, vendar pa ima precej manj 
ohranjena zaporedja, kamor se prilegajo začetni oligonukleotidi, zato moramo le-te 
načrtovati za vsako skupino rastlin posebej. Razlikovanje rastlin do ravni vrst je bilo z 
uporabo obeh opisanih regij uspešno v 72 % primerov, za razlikovanje do ravni rodov pa 
v 100 % primerov 33. 
Za večjo uspešnost razlikovanja med vrstami se poleg omenjenih standardnih črtnih kod 
uporabljajo še tako imenovane pomožne črtne kode 34. Med njimi se najpogosteje 
uporablja vmesnik med kloroplastnima genoma trnH in psbA (trnH-psbA). Ta ima 
evolucijsko precej ohranjena zaporedja za vezavo začetnih oligonukleotidov in omogoča 
razlikovanje do ravni vrst, vendar pa vsebuje veliko mononukleotidnih ponovitev, ki 
ovirajo določevanje nukleotidnega zaporedja 33. 
1.3.3 Črtna koda DNA pri glivah 
COI sicer lahko uporabljamo pri nekaterih rodovih gliv, kot je npr. Penicillium, vendar 
za večino ni primeren. Kot standardna črtna koda se uporablja že prej omenjena regija 
ITS iz jedrne rDNA, ki je uspešna v približno 70 % primerov razlikovanja organizmov 
do ravni vrste. Kot pomožna črtna koda se v veliko primerih uporablja regija D1/D2 
jedrne rDNA 28 S 35. Ta je sicer manj variabilna od ITS in se večinoma ne more 
uporabljati za razlikovanje do ravni vrste, vendar pa velja kot dober filogenetski 
označevalec in se tako uporablja skupaj z ITS za zagotovitev boljših rezultatov 35, 36. Za 
določene skupine gliv se uporabljajo še jedrna rDNA 18 S ter trije protein kodirajoči geni: 
RPB1, RPB2 in MCM7 21. 
 
1.4 Primeri uporabe črtne kode DNA 
1.4.1 Uporaba črtne kode DNA v taksonomiji  
Črtno kodo DNA so začeli uporabljati v taksonomiji, k razvoju katere je do danes največ 
prispevala. Zaradi izjemno visoke uspešnosti pri razlikovanju osebkov do ravni vrste 
predstavlja dodatno, genetsko komponento, ki skupaj z morfološko ter ekološko 
komponento pripomore k natančnejši definiciji vrste 22. 
Metoda je zelo uporabna v primeru, ko sta si dve vrsti genetsko sicer različni, morfološko 
pa skoraj identični. Te, tako imenovane kriptične vrste (ang. cryptic species), je skoraj 
nemogoče morfološko razlikovati med seboj, s pomočjo črtne kode DNA pa se jih 
bistveno lažje odkrije 21. Primer odkritja kriptičnih vrst je predstavljen v raziskavi iz leta 
2010 o nočnih metuljih iz rodu Atteva, ki pripadajo družini zapredkarjev 
(Yponomeutidae). V okviru projekta popisovanja metuljev Severne Amerike ter 
narodnega parka Área de Conservación Guanacaste (ACG) v Kostariki se je namreč 




iz Kostarike identično črtno kodo DNA. Znotraj A. ergatica so kasneje še ugotovili, da je 
sestavljena iz dveh vrst, saj so dobili dva različna skupka črtnih kod. Z vključitvijo še 
morfoloških ter ekoloških podatkov so tako prišli do sklepa, da se pripadnike A. punctella 
ter pripadnike A. ergatica izven deževnega gozda razglasi za A. aurera, pripadnike A. 
ergatica iz deževnega gozda pa za A. pustulella 37. Podoben primer se je zgodil tudi leta 
2018, ko so ugotovili, da se črtne kode sovk Chrysodeixis dalei, ki naj bi bile endemične 
na otoku Svete Helene, ujemajo v 99,7 % s črtnimi kodami sojinih pedicev (Chrysodeixis 
includens) in s tem pripadajo isti vrsti 38. 
V primeru uporabe večjega števila črtnih kod lahko le-te uporabljamo tudi v filogenetske 
namene; eden izmed primerov se nanaša ravno na sovke. Kot je v poglavju 1.1 že 
omenjeno, so te z več kot 25.000 (po nekaterih virih celo več kot 35.000 5) osebki dolgo 
veljale za največjo družino znotraj reda metuljev, obenem pa so zaradi izjemne velikosti 
veljale tudi za eno najbolj spornih družin 2, 11. Leta 2011 so opravili raziskavo, kjer so 
naddružino Noctuoidea analizirali s pomočjo več črtnih kod, in sicer z mitohondrijsko 
COI za razlikovanje med sorodnimi vrstami ter s sedmimi jedrnimi geni za razlikovanje 
med višjimi taksonomskimi skupinami. S tem se je naddružina filogenetsko preuredila, 
kar je povzročilo zmanjšanje števila vrst v družini sovk na okoli 11.000 ter uvedbo nove 
družine tako imenovanih nepravih sovk (Erebidae) 11, 39. 
1.4.2 Uporaba črtne kode DNA v ekologiji 
Na svetu je veliko ekosistemov, ki imajo bogat nabor živih bitij, vendar pa so zaradi težje 
dostopnosti ter lokacije v državah v razvoju, kjer je premalo sredstev za raziskave, slabo 
raziskani. Uporaba črtne kode DNA v tem primeru predstavlja idealno rešitev, saj je 
relativno enostavna za uporabo, z vse večjim razvojem na področju določanja 
nukleotidnega zaporedja pa tudi cenovno ugodna. Za ekološke raziskave je še posebej 
uporabna precej mlada veja črtne kode DNA, ki se ukvarja z metaanalizo (ang. 
metabarcoding), za katero je značilno, da vzamemo vzorce iz okolja (prst, voda, iztrebki) 
in iz njih naenkrat pridobimo črtne kode več organizmov 21. Metaanaliza pospeši klasične 
pristope, kot so beleženje vrst v ekosistemu, spremljanje števila ogroženih vrst ter 
zaznava invazivnih vrst, obenem pa odpira vrata v bolj zapletene postopke, kot je 
proučevanje sestave kompleksnih bioloških skupnosti znotraj ekoloških niš, na primer 
koralnih grebenov 40, 41. Poleg tega lahko z analizo črevesne vsebine osebkov določimo 
njihove prehranske navade ter tako določimo prehranske verige 22, 42. 
1.4.3 Uporaba črtne kode DNA pri biomonitoringu 
Med interakcije med živimi bitji ne spadajo zgolj prej omenjene prehranske navade, kot 
so plenilec-plen, temveč tudi gostitelj-zajedavec. Poznamo veliko živali, ki kot vektor 
prenašajo zajedavce na ostale organizme, med njimi tudi na ljudi, in s tem širijo hude 
bolezni, kot so malarija, rumena mrzlica in lišmanioza. Seveda teh bolezni ne prenašajo 
vsi osebki neke družine, zato je identifikacija tistih vrst, ki predstavljajo vektorje, zelo 




morebitno širjenje v druge kraje. Tako na primer v Afriki spremljajo komarje, ki 
prenašajo bolezen limfatično filariozo 21. 
V zadnjem času so postali priljubljeni biološki produkti, ki se uporabljajo kot prehranska 
dopolnila ali pa kot alternativna zdravila, med njimi zeliščni pripravki. Zaradi podobnosti 
številnih rastlin po izgledu se lahko zgodi, da se v pripravku znajde rastlina, ki vsebuje 
za ljudi strupene snovi 21. Tak primer je opisan v raziskavi iz 2012, kjer so s pomočjo 
črtne kode DNA analizirali zeliščne pripravke za blaženje simptomov menopavze. 
Pripravki bi morali med drugimi vsebovati ekstrakt rastline Actea racemosa, vendar pa 
so v 25 % vzorcev odkrili tudi sledi drugih rastlin iz rodu Actea, med katerimi nekatere 
vsebujejo strupene snovi 43. 
 
1.5 Pomanjkljivosti črtne kode DNA 
Kljub široki uporabnosti in zanesljivim rezultatom, ki jih omogoča metoda določanja 
črtne kode DNA, te ne moremo uporabljati kot edine taksonomske metode, kar je tudi 
njena največja pomanjkljivost. Za določitev vrste, še posebej pa za odkrivanje novih vrst, 
sta poleg genetske informacije, ki jo predstavlja črtna koda DNA, pomembni še 
morfološka ter ekološka oziroma izolacijska informacija 25. Primer tega so vrste, ki so 
nastale šele pred kratkim in so s tem evolucijsko gledano mlade. Pri njih velikokrat pride 
do pojava, da se genske razlike med vrstami prekrivajo z genskimi razlikami znotraj 
posamezne vrste. Posledica tega je odsotnost tako imenovane vrzeli črtne kode (ang. 
barcoding gap), preko katere lahko določimo mejo (ang. threshold), ki loči proučevano 
vrsto od ostalih 44. 
Tudi sama genetska meja je precej sporna. Ob začetnem razcvetu črtne kode DNA je bilo 
zanjo mišljeno, da je za vsa živa bitja enaka. Za nevretenčarje je bila tako genetska meja, 
od katere naprej govorimo o drugi vrsti, postavljena na 3 % različnost v nukleotidnem 
zaporedju črtne kode, za sesalce pa 2 % 45. Ta meja se je kmalu izkazala za bolj zapleteno, 
saj se njena vrednost razlikuje od vrste do vrste. Nekatere živali, kot so na primer afriški 
ostrižniki, imajo kljub velikim morfološkim ter ekološkim razlikam mitohondrijsko DNA 
različno za manj kot 1 %, medtem ko se nekatere podvrste močeradov Ensatina 
eschscholtzii znotraj podvrste razlikujejo v več kot 5 % 46. Nepravilna postavitev meje 
lahko tako osebke iste vrste razvrsti v dve vrsti (lažni pozitivni rezultat), ali pa osebke 
različnih vrst združi pod eno (lažni negativni rezultat) 44. Morebitnim težavam se lahko 
izognemo le tako, da vsako vrsto natančno proučimo s souporabo klasičnih in 




2 NAMEN DELA 
V diplomskem delu smo želeli ugotoviti, ali je na osnovi črtne kode DNA možno določiti 
vrsto metulja, če izhajamo iz DNA, izolirane iz gosenic. Te namreč predstavljajo razvojno 
obliko, ki povzroča največ škode na gospodarsko pomembnih rastlinah, vendar pa jih 
morfološko ne moremo nedvoumno razlikovati, saj so si po izgledu preveč podobne. 
Zaradi ukrepov proti širjenju virusa SARS-CoV-2 smo morali laboratorijsko delo 
predčasno zaključiti. V tem času se nam je iz ene gosenice izlegel metulj paradižnikove 
sovke (Chrysodeixis chalcites), zato smo se v nadaljevanju osredotočili na družino sovk 
(Noctuidae). Ustreznost črtne kode DNA smo želeli preverili s primerjavo nukleotidnih 
zaporedij črtnih kod iz različnih vrst znotraj družine sovk, pri čemer so nas najbolj 
zanimale medsebojne genske razdalje ter filogenetsko drevo. Poleg tega smo želeli 
preveriti tudi zanesljivost baz podatkov BOLD in GenBank, ki vsebujeta največ zaporedij 
črtnih kod. 
Na koncu smo preko meteorološke analize temperatur zadnjih petih zim želeli še preveriti, 
ali zaradi globalnega segrevanja obstaja nevarnost za prezimovanje C. chalcites v 










Pri eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje kemikalije: 
- agar (Sigma-Aldrich) 
- agaroza (Sigma-Aldrich) 
- ampicilin (Fischer Bioreagents) 
- dH2O (Milli-Q) 
- EDTA (Thermo Fischer Scientific) 
- etanol (ECP) 
- etidijev bromid (Sigma-Aldrich) 
- kvasni ekstrakt (Biolife) 
- NaCl (Gram-Mol) 
- NaDS (Sigma-Aldrich) 




Uporabili smo naslednje pufre: 
- pufer LYSB (0,3 M NaCl, 10 mM EDTA, 20 mM Tris, 1 % NaDS, pH 8,1) 
- 1× pufer TAE (40 mM Tris, 20 mM natrijev acetat, 1 mM EDTA, pH 8,3) 
- 6× nanašalni pufer za AGE (Thermo Fischer Scientific) 
- DreamTaq Green Buffer 10× pufer za reakcijo PCR (Thermo Fischer Scientific) 
3.1.3 Encimi 
Uporabili smo naslednje encime: 
- proteinaza K (QIAGEN) 
- DNA-polimeraza DreamTaq (Thermo Fischer Scientific) 
- DNA-ligaza T4 (Thermo Fischer Scientific) 
3.1.4 Kompleti reagentov 
Za izolacijo DNA iz gosenic smo uporabili komplet reagentov QIAamp Blood Mini Kit 
(QIAGEN), za izolacijo DNA iz agaroznega gela pa komplet reagentov E.Z.N.A. Gel 
Extraction Kit (Omega Bio-tek). 
Za kloniranje pomnoženega zaporedja smo uporabili komplet reagentov CloneJET PCR 
Cloning Kit (Thermo Fischer Scientific). 
3.1.5 Standard velikosti 
Velikosti fragmentov DNA smo na agaroznem gelu po elektroforezi določili s pomočjo 
standarda velikosti GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific), ki je 





Slika 3.1: Razporeditev lis standarda velikosti GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fischer 
Scientific) v 1,7 % agaroznem gelu. Standard velikosti pokriva velikosti med 100 bp in 1000 bp 47. 
 
3.2 Aparature 
Pri delu smo uporabljali naslednje naprave: 
- ciklični termostat GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) 
- suhi inkubator (Binder) 
- namizna centrifuga 5424 (Eppendorf) 
- napajalnik za agarozno gelsko elektroforezo BIO-RAD Model 500 (BIO-RAD 
Laboratories) 
- naprava za slikanje gelov MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems) 
- pH-meter (Mettler Toledo) 
- stresalnik Sanyo ORBI-SAFE (Panasonic) 
- tehtnica PLS83-S (Mettler Toledo) 
- tehtnica WLC2/A2 (RADWAG) 
- termoblok Mini Dry Bath (STARLAB International) 
 
3.3 Bakterijski sev 
Za kloniranje ligiranega segmenta s črtno kodo v plazmidu smo uporabili kompetentne 
celice bakterij Escherichia coli, in sicer klonirni sev DH5α. Genotip seva je: F– 
φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rK–, mK+) phoA supE44 








Za gojenje bakterij E. coli smo uporabili tako trdno kot tudi tekoče gojišče LB, ki smo 
jima dodali še antibiotik ampicilin, s čimer smo preprečili rast celic, ki niso bile 
transformirane s plazmidom. Sestava obeh gojišč je opisana v tabeli 3.1. 
Tabela 3.1: Sestava gojišč LB. 
Gojišče Sestava 
trdno LB 10 g NaCl, 10 g peptona, 5,0 g kvasnega ekstrakta, 15 g agarja, dH2O 
do 1 L 
tekoče LB 10 g NaCl, 10 g peptona, 5,0 g kvasnega ekstrakta, dH2O do 1 L 
 
3.5 Vektor 
Pri delu smo uporabljali plazmid pJET1.2/blunt proizvajalca Thermo Fischer Scientific. 
Ima dolžino 2974 bp in je lineariziran, s čimer omogoča ligacijo vključkov s topimi konci, 
ki so lahko dolgi med 6 bp in 10 kb. Vektor vsebuje gen za odpornost proti ampicilinu, 
poleg tega pa vsebuje gen Eco47I/T7, čigar produkt je za bakterijo letalen. V primeru 
uspešne ligacije se insert vstavi znotraj omenjenega gena in ga s tem utiša 49. Celotna 






Slika 3.2: Vektorska karta plazmida pJET1.2/blunt. Vektor vsebuje gen za odpornost proti antibiotiku 
ampicilinu (AmpR) in njegov promotor (AmpR promoter), mesto bakterijskega začetka pomnoževanja 
(ori), modificiran laktozni promotor (lac UV5 promoter), laktozni operator (lac operator), letalni gen 
Eco47I/T7, dva segmenta klonirnega mesta (MCS) ter promotor za RNA-polimerazo iz faga T7 (T7 
promoter). Na karti sta prikazani tudi mesti, kjer reže restriktaza BglII. Vektorska karta je bila pripravljena 
v programu SnapGene Viewer, zaporedje pa preneseno iz spletne strani SnapGene 50. 
 
3.6 Začetna oligonukleotida 
Iz izolirane DNA osebkov smo z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) pomnožili regijo 
na 5'-koncu gena za podenoto I encima citokrom c oksidaze (COI). Pri tem smo uporabili 
začetna oligonukleotida LCO-1490 (smerni) in HCO-700ME (protismerni) (tabela 3.2), 





Tabela 3.2: Imeni ter nukleotidni zaporedji začetnih oligonukleotidov. 
Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 
LCO-1490 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3' 
HCO-700ME 5'-TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3' 
  
3.7 Shranjevanje gosenic in metuljev 
Gosenice so bile nabrane na pelargonijah na območju občine Vipava, in sicer v obdobju 
med 11. 1. 2020 in 22. 2. 2020. Pelargonije so prezimovale na balkonu, in sicer na severni 
strani hiše, na višini približno 2,6 m ter nad tlakovano ulico. Del gosenic smo podhladili 
v hladilniku, jih dali v koničasto centrifugirko, prelili z etanolom in do nadaljnjega hranili 
v hladni sobi, preostale gosenice pa smo pustili ter jih poskušali gojiti do odraslih 
metuljev, pri čemer bi vzorec iz odraslega metulja predstavljal pozitivno kontrolo. Za 
negativno kontrolo smo vzeli gosenico, ki je najverjetneje pripadala vrsti pelargonijevega 
bakrenčka (Cacyreus marshalli). Ta je znan škodljivec na pelargonijah, spada pa med 
modrine (Lycaenidae) 52. Koničaste centrifugirke z vzorci smo označili s številkami. 
 
3.8 Priprava liznega pufra 
Na začetku smo si pripravili lizni pufer, ki smo ga poimenovali LYSB (sestava v poglavju 
3.1.2). Za pripravo 50 mL pufra smo najprej zatehtali 0,876 g NaCl, 0,146 g EDTA, 0,121 
g Tris ter z deionizirano vodo dopolnili do 50 mL. Vsebino smo mešali z magnetnim 
mešalom, dokler se ni vse raztopilo, nato pa smo izmerili pH. V našem primeru je pH 
raztopine znašal 8,1, zato smo takoj dodali 0,50 g NaDS ter mešali dalje. Pripravljen pufer 
smo na koncu dali avtoklavirati. 
 
3.9 Izolacija DNA iz gosenic 
Iz koničastih mikrocentrifugirk smo vzeli deset gosenic, ki so nam bile na prvi pogled 
različne, in jih posušili. Nato smo jim odstranili glave, jih prenesli v mikrocentrifugirko 
ter dodali 100 μL dH2O in 100 μL pufra LYSB. Vsebino smo s sterilnim zobotrebcem 
mehansko strli, nato pa smo za nadaljnje delo uporabili komplet reagentov QIAamp 
Blood Mini Kit (QIAGEN) in se ravnali po navodilih proizvajalca.  
Uspešnost izolacije DNA smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Pripravili smo 
1 % agarozni gel (0,9 g agaroze, 90 mL 1× pufra TAE, 2 µL 1 % etidijevega bromida) in 
v žepke nanesli mešanico sestavljeno iz 4 µL izolirane DNA, 6 µL dH2O ter 2 µL 6× 
nanašalnega pufra za AGE. Po končani elektroforezi smo si gel ogledali na 
transiluminatorju, kjer smo glede na jakost signala ocenili izplen izolacije DNA. Izolirane 




3.10 Pomnoževanje zaporedij s PCR 
Z agarozno gelsko elektroforezo, ki smo jo izvedli po izolaciji DNA, smo  preko intenzitet 
signala v žepkih ocenili, kolikokrat je treba vzorce redčiti pred reakcijo PCR: za močne 
signale smo določili redčitev 200×, za srednje signale 100×, za šibke signale pa 50× 
(tabela 3.3). Vzorce smo redčili tako, da smo vzeli 1 μL izolirane DNA ter do izračunane 
oznake dopolnili z dH2O. 
 
Tabela 3.3: Faktorji redčenja izoliranih DNA. 












Sledila je verižna reakcija s polimerazo (PCR), s katero smo v izoliranih DNA pomnožili 
regijo na 5'-koncu gena COI (črtna koda). Najprej smo pripravili reakcijske mešanice, 
katerih sestava je prikazana v tabeli 3.4, pri čemer smo mešanico dNTP predhodno 5-krat 
redčili, saj je koncentracija izhodiščne raztopine 10 mM, za reakcijsko mešanico pa smo 
potrebovali 2 mM. Reakcijske mešanice brez dodane DNA-polimeraze smo nato dali v 
ciklični termostat, jih 5 minut segrevali pri 95 °C, šele nato dodali DNA-polimerazo in 





Tabela 3.4: Reakcijska mešanica PCR. 
Reagent Volumen [μL] 
redčena izolirana DNA 1,00 
10× pufer DreamTaq green 3,00 
smerni oligonukleotid (10 μM) 1,50 
protismerni oligonukleotid (10 μM) 1,50 
dNTP (2 mM) 4,50 
dH2O 18,20 
DNA-polimeraza DreamTaq 0,30 
∑ 30,00 
 
Tabela 3.5: Temperaturni program PCR. 
 Čas [min] Temperatura [°C]  
inkubacija 5 95  
denaturacija 0,5 95  
prileganje 0,5 50 38 ciklov 
podaljševanje 1 72  
inkubacija 7 72  
 
3.11 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je metoda, s katero ločimo molekule DNA glede 
na njihovo dolžino. Temelji na tem, da negativno nabita DNA v električnem polju potuje 
po gelu, ki je zamrežen. Posledica tega je, da tem večja je DNA, počasneje bo potovala 
po gelu. DNA se sama po sebi ne vidi, zato v gel vedno dodamo barvilo. V našem primeru 
je bil to etidijev bromid, ki se kot interkalator vrine med bazne pare znotraj DNA in pri 
obsevanju z ultravijolično svetlobo fluorescira. 
3.11.1 Priprava agaroznega gela 
Za ločevanje PCR-produktov, ki naj bi bili veliki okoli 650 bp, od ostale DNA, smo 
pripravili 1,8 % agarozni gel. V erlenmajerico smo zatehtali 1,44 g agaroze, prilili 80 mL 
1× pufra TAE in vsebino segrevali, da se je agaroza popolnoma raztopila, nato smo 
vsebino na kratko ohladili pod tekočo vodo, dodali 3 µL 1 % etidijevega bromida ter 
vsebino vlili v kadičko. Mehurčke smo odstranili z nastavkom za mikropipeto, za konec 





3.11.2 Priprava vzorcev in potek elektroforeze 
V mikrocentrifugirke smo dali 30 µL vzorcev PCR in 6 µL 6× nanašalnega pufra za AGE, 
v eno mikrocentrifugirko pa še 7 µL velikostnega standarda, 6 µL 6× nanašalnega pufra 
ter 23 µL dH2O. Vzorce in standard smo nanesli v žepke, kadičko priključili na napetost 
12 V/cm ter spremljali potek elektroforeze. Po koncu elektroforeze smo gel vzeli iz 
kadičke ter ga pod UV-svetlobo opazovali na transiluminatorju ter fotografirali. 
 
3.12 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
Po končani elektroforezi smo iz gela željene fragmente izrezali s skalpelom. Izrezanim 
fragmentom smo določili maso, nato pa DNA iz gela izolirali s kompletom reagentov 
E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek), in sicer po navodilih proizvajalca. Elucijo 
smo opravili v le enem koraku, torej je bil naš končni volumen 30 µL. 
 
3.13 Ligacija segmenta s črtno kodo v klonirni vektor 
S pomočjo kompleta reagentov CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fischer Scientific) 
smo segmentom s črtno kodo DNA najprej naredili tope konce, saj imajo PCR-produkti  
DNA-polimeraze DreamTaq lepljive konce 49, nato pa smo jih ligirali v klonirni vektor 
pJET1.2/blunt. Pri obeh postopkih smo se ravnali po navodilih proizvajalca. V tabeli 3.6 
je prikazana reakcijska mešanica oblikovanja topih koncev, v tabeli 3.7 pa je prikazana 
ligacijska mešanica. 
Tabela 3.6: Sestava reakcijske mešanice oblikovanja topih koncev. 
Reagent Volumen [µL] 
2× reakcijski pufer 10 
PCR-produkt 5 
dH2O 2 
DNA Blunting Enzyme 1 
∑ 20 
 
Tabela 3.7: Sestava ligacijske mešanice. 
Reagent Volumen [µL] 
vektor pJET1.2/blunt (50 ng/µL) 0,5 
DNA-ligaza T4 1 






3.14 Transformacija kompetentnih celic E. coli s toplotnim šokom 
V postopku transformacije smo v celice E. coli DH5α vnesli vektor pJET1.2/blunt z 
vključkom. Celice so bile vnaprej pripravljene tako, da so bile kompetentne, ter bile 
shranjene v alikvotih po 200 µL pri -80 °C. Celice smo najprej iz zmrzovalnika prenesli 
na led in jih odtajali. Nato smo jim dodali celotno ligacijsko mešanico (21,5 µL) in jih 20 
minut inkubirali na ledu z občasnim mešanjem. Sledil je toplotni šok: celice smo z ledu 
prenesli v termoblok, ki je bil segret na 42 °C, za 40 sekund, nato pa smo jih takoj dali 
spet na led za nadaljnji 2 minuti. Celicam smo po tem dodali 800 µL tekočega gojišča LB 
brez antibiotika in jih stresali eno uro pri temperaturi 37 °C. Po končanem stresanju smo 
20 % celic (120 µL) razmazali na plošče s trdnim gojiščem LB, ki je vseboval antibiotik 
ampicilin. Plošče s celicami smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
 
3.15 Gojenje kultur E. coli 
Kolonije transformiranih celic E. coli DH5α, ki so zrasle na ploščah, smo z nastavkom za 
mikropipeto sterilno prenesli v 10 mL tekočega gojišča LB z ampicilinom, nekaj pa smo 
jih precepili na sveže trdno gojišče LB z ampicilinom kot rezervo. Celice v tekočem 
gojišču smo dali preko noči stresati, celice na trdnem gojišču pa inkubirati, oboje preko 
noči na 37 °C. 
Zaradi izbruha pandemije virusa SARS-CoV-2 je bil to zadnji korak, ki smo ga opravili 
v laboratoriju. 
 
3.16 Predvideni nadaljnji poskusi 
V nadaljevanju bi iz prekonočnih kultur izolirali plazmidno DNA, pri čemer bi uporabili 
komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Nato bi preverili prisotnost vključka 
v vektorju tako, da bi vzeli eno tretjino izolirane plazmidne DNA in ji dodali 1 µL 
restriktaze BglII, ki reže plazmid na dveh mestih, navzgor in navzdol od vključka (slika 
3.2). Restrikcijsko mešanico bi nato analizirali z agarozno gelsko elektroforezo. V 
primeru prisotnosti vključka v vektorju bi preostali izolirani plazmidni DNA dodali 
začetne oligonukleotide za določanje nukleotidnega zaporedja ter mešanico poslali v 
podjetje Eurofins Genomics na sekvenciranje.  
 
3.17 Bioinformatska analiza nukleotidnih zaporedij 
Ker se je v ujetništvu iz dveh gosenic izlegel metulj paradižnikove sovke (Chrysodeixis 
chalcites) smo iz baz podatkov GenBank ter BOLD prenesli vsa nukleotidna zaporedja 




(2) Chrysodeixis eriosoma kot vrsta, ki je C. chalcites genetsko najbolj podobna, saj sta 
le-ti sestrski vrsti 53; (3) Chrysodeixis includens kot primer vrste iz istega rodu, ki ni 
sestrska vrsta; (4) Trichoplusia ni kot primer vrste iz iste družine (Noctuidae), vendar 
različnega rodu; (5) Cacyreus marshalli kot negativna kontrola, saj ne spada med sovke, 
temveč med modrine (Lycaenidae), je pa pomemben škodljivec na pelargonijah 52. 
Zaporedja smo za vsako vrsto shranili v ločene datoteke. 
3.17.1 Preverjanje kvalitete baz podatkov 
Zaporedja smo analizirali s programom MEGA X 54. Najprej smo za vsako vrsto posebej 
izvedli poravnavo zaporedij z uporabo algoritma ClustalW (globalna poravnava) in iz 
poravnanih zaporedij pripravili filogenetsko drevo z metodo združevanja sosedov (ang. 
neighbour-joining tree), pri čemer smo uporabili privzete nastavitve. Na osnovi drevesa 
smo preverjali, če kakšna zaporedja bistveno odstopajo od ostalih, in le-ta analizirali s 
spletnima orodjema BLAST (iskanje podobnih zaporedij po zbirki GenBank) ter 
Identification Engine (iskanje podobnih zaporedij po zbirki BOLD). 
3.17.2 Računanje medgenskih razdalj in priprava filogenetskega drevesa 
Pri vsaki vrsti smo izbrali določeno število zaporedij in jih združili v skupno datoteko 
(tabela 3.8). Pri tem so bila vsa zaporedja popolna (658 bp, brez vrzeli in brez nukleotidov 
N) z izjemo štirih zaporedij pri C. chalcites. 
Tabela 3.8: Število izbranih zaporedij glede na vrsto. Iz vsake vrste smo vzeli navedeno število zaporedij 
in jih uporabili za računanje medgenskih razdalj. 
Vrsta Število zaporedij 
Chrysodeixis chalcites 35 
Chrysodeixis eriosoma 50 
Chrysodeixis includens 50 
Trichoplusia ni 50 
Cacyreus marshalli 24 
∑ 209 
 
Zaporedja smo zopet analizirali v programu MEGA X. Najprej smo zaporedja združili v 
skupine glede na vrsto, nato pa smo jim izračunali medgenske razdalje po Kimurinem 
dvoparametričnem modelu (K2P). Izračunali smo povprečne medgenske razdalje med 
posameznimi skupinami ter medsebojne genske razdalje med vsemi zaporedji. Te 
razdalje smo nato analizirali s programom Microsoft Excel, kjer smo na diagramu 
predstavili vrednosti znotrajvrstnih razdalj (razdalje med zaporedji C. chalcites) in 





Za konec smo iz vsake vrste vzeli 6 reprezentativnih zaporedij, ki so bila popolna in 
vsebovala čim več polimorfizmov, in iz njih v programu MEGA X pripravili filogenetsko 
drevo z metodo združevanja sosedov, pri čemer smo zopet uporabili model K2P. 
 
3.18 Preverjanje možnosti prezimovanja paradižnikove sovke v 
notranjosti Primorske z meteorološko analizo 
3.18.1 Določevanje obdobja prezimovanja 
S spletne strani Agencije Republike Slovenije za okolje (ARSO) smo vzeli meteorološke 
podatke izmerjenih temperatur zadnjih petih zim (2015/16 do 2019/20) za postajo v 
Podnanosu, saj smo gosenice našli v Zgornji Vipavski dolini 55. Kot obdobje morebitnega 
prezimovanja sovk smo določili obdobje med novembrom in aprilom. Preko slikovnega 
gradiva na spletu smo namreč ugotovili, da v Sloveniji paradižnikove sovke jeseni letajo 
vse do novembra, kar pomeni, da takrat še lahko ležejo jajčeca, poleg tega pa smo pri 
meteoroloških podatkih opazili, da tudi v aprilu še kdaj pride do padca temperatur. Iz 
podatkov smo tako izračunali povprečne ter minimalne dnevne temperature med 1. 11. in 
30. 4. 
3.18.2 Računanje temperaturnih vsot 
Temperaturna vsota (ang. growing degree days, GDD) je agrometeorološka mera, s 
katero predstavimo hitrost razvoja osebka do določene življenjske stopnje v odvisnosti 
od temperature zraka. Kot enota se uporablja stopinjski dan (°D), kjer 1 °D predstavlja 
povprečno dnevno temperaturo, ki je bila za 1 °C višja od spodnje temperaturne meje 
(Tm), pri kateri se razvoj organizma ustavi 
56. Za razvoj paradižnikove sovke od jajčeca 
do spolno zrelega odraslega metulja je potrebnih 562,39 °D, spodnja temperaturna meja 
razvoja (Tm) pa je 9,42 °C 
57. Celokupne temperaturne vsote za obdobja med 1. 11. in 
30. 4. smo izračunali po naslednji enačbi: 
𝐺𝐷𝐷 =  ∑(𝑇𝑖,𝑝𝑜𝑣𝑝 − 𝑇𝑖,𝑚) 
𝐺𝐷𝐷 =  ∑(𝑇𝑖,𝑝𝑜𝑣𝑝 − 9,42 °𝐶) 
kjer je Ti,povp povprečna dnevna temperatura zraka, Ti,m pa spodnja temperaturna meja, 
pod katero se razvoj organizma ustavi. V primeru, da je povprečna dnevna temperatura 
nižja od spodnje meje, se temperaturna vsota tistega dne šteje kot 0 °D 58. 
3.18.3 Določevanje pogostosti zmrzali 
Glede na to, da paradižnikova sovka ne prenaša zmrzali 59, smo iz meteoroloških 
podatkov temperatur izračunali, kolikokrat se je v analiziranem obdobju zgodilo, da je 
povprečna dnevna temperatura znašala manj kot 0 °C. Enako smo storili še za minimalne 






4.1 Gojenje gosenic do odraslih metuljev 
Prvo gosenico, ki se je uspešno razvila do odraslega metulja, smo na osnovi morfoloških 
znakov identificirali kot paradižnikovo sovko (Chrysodeixis chalcites) (slika 4.1). V 
primeru neprekinjenega laboratorijskega dela bi ta predstavljala pozitivno kontrolo pri 
določanju vrste s črtno kodo DNA, poleg tega pa smo se nanjo osredotočili v 
bioinformatski analizi. 
 
Slika 4.1: Uspešno izležen odrasel metulj. Na sliki je prikazan odrasel metulj paradižnikove sovke 





4.2 Uspešnost izolacije DNA 
Izplen izolirane DNA iz tkiva gosenic smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Na 
1 % gel smo nanesli vzorce izolirane DNA ter si gel po koncu elektroforeze ogledali na 
transiluminatorju (slika 4.2). Glede na to, da je mitohondrijska DNA prevelika, da bi se 
ločila na 1 % agaroznem gelu, smo opazovali intenzitete signalov v žepkih gela (označeno 




Slika 4.2: Določanje količine izolirane DNA. Na 1 % agaroznem gelu so s številkami označeni vzorci 
izoliranih DNA. Intenzitete signalov v žepkih, ki so označene z rdečo obrobo, smo uporabili za oceno 
redčenja vzorcev za nadaljnje poskuse. Standarda velikosti nismo nanesli, saj nas je zanimala le intenziteta 
signala, velikost DNA pa ne. Pri nekaterih vzorcih opazimo še lise zunaj rdeče obrobe, ki najverjetneje 





4.3 Rezultati pomnoževanja črtnih kod 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo pomnožili zaporedja s črtnimi kodami 
(5'-končna regija gena COI), nato pa smo uspešnost reakcije preverili na 1,8 % agaroznem 
gelu (slika 4.3). Z izjemo vzorca 2 je PCR uspel, saj pri vsakem opazimo liso med 600 
bp in 700 bp, kar ustreza pričakovani dolžini 658 bp. 
 
Slika 4.3: Rezultati pomnoževanja regij s črtno kodo. Po končanem PCR smo na 1,8 % agarozni gel 
nanesli velikostni standard 100 bp (STD) ter PCR-produkte (označeni s številko). Pri vzorcu 2 opazimo liso 
čisto na vrhu gela, pri ostalih vzorcih pa opazimo lise med 600 bp in 700 bp, kar ustreza pričakovani dolžini 
658 bp. 
 
4.4 Zanesljivost uporabljenih baz podatkov 
Iz baz podatkov GenBank in BOLD smo prenesli vsa zaporedja 5'-konca gena COI za 
Chrysodeixis chalcites, C. eriosoma, C. includens, Trichoplusia ni in Cacyreus marshalli. 
Za vsako vrsto posebej smo zaporedja poravnali v programu MEGA X in pripravili 
filogenetsko drevo. V primeru, da smo v drevesu opazili zaporedje, ki je bistveno 
odstopalo, smo ga vnesli v orodji BLAST (GenBank) in Identification Engine (BOLD) 
ter preverili, ali gre za drugo vrsto. Opazili smo, da nekatera zaporedja v drevesih 
odstopajo zgolj zaradi bistveno manjše velikosti, nekatera pripadajo drugim vrstam, za 
zaporedje HQ236550,2 pa se je izkazalo, da gre za v jedru prisoten mitohondrijski 
psevdogen (NUMT). Na sliki 4.4 je primer filogenetskega drevesa z odstopajočima 
zaporedjema, na tabeli 4.1 pa je prikazan seznam vseh zaporedij, ki so bila vnesena pod 
napačno vrsto. 
 















Slika 4.4: Filogenetsko drevo z narobe anotiranimi zaporedij. Na sliki so prikazana nukleotidna 
zaporedja paradižnikove sovke iz GenBank, ki smo jih v programu MEGA X poravnali, nato pa iz njih 
pripravili filogenetsko drevo po metodi združevanja sosedov. Iz slike je razvidno, da iz množice odstopata 
zaporedji KF02226,1 in HQ236550,2.  
 
Tabela 4.1: Seznam zaporedjem narobe anotiranih osebkov. V tabeli so prikazani vsi osebki, za katere 
smo ugotovili, da so bili v bazi podatkov pripisani napačni vrsti. Zaporedje HQ236550,2 je bilo sicer v 
BLAST pripisano vrsti Chrysodeixis acuta, vendar se je izkazalo, da gre za psevdogen (NUMT), zato je 
označeno z zvezdico (*). 
Navedena vrsta Baza podatkov Identifikacijska koda Dejanska vrsta 
Chrysodeixis 
chalcites 
GenBank KF022226,1 Chrysodeixis acuta 
HQ236550,2 Chrysodeixis acuta* 
BOLD GBMIN38865-13 Diaphorina citri 
GBGL12679-13 Chrysodeixis acuta 
Chrysodeixis 
eriosoma 
BOLD PMANL4409-15 Chrysodeixis chalcites 
QMA530-13 Chrysodeixis acuta 
Chrysodeixis 
includens 
GenBank JF854981,1 Rachiplusia nu 
Cacyreus 
marshalli 










4.5 Medgenske razdalje in vrzel črtne kode  
Za računanje medgenskih razdalj smo vzeli do 50 zaporedij iz vsake vrste. Zaporedja so 
bila v vseh primerih popolna, torej brez vrzeli ali nukleotidov N, z izjemo štirih zaporedij 
pri Chrysodeixis chalcites. S programom MEGA X smo za zaporedja izračunali 
medsebojne genske razdalje po Kimurinem dvoparametričnem modelu (K2P), in sicer 
povprečne razdalje med vrstami (tabela 4.2) ter medsebojne razdalje vseh zaporedij. Na 
osnovi matrike slednjih zaporedij smo v programu Microsoft Excel za C. chalcites 
analizirali razliko med znotrajvrstnimi in medvrstnimi razdaljami (slika 4.5). Ugotovili 
smo, da se zaradi podobnosti med zaporedji sestrskih vrst C. chalcites in C. eriosoma 
znotrajvrstne razdalje na diagramu "dotikajo" medvrtsnih razdalj, kar nam onemogoča 
določiti vrzeli črtne kode (ang. barcoding gap). 
 
Tabela 4.2: Povprečne medgenske razdalje med posameznimi vrstami. Na matriki so prikazane 
povprečne medgenske razdalje po modelu K2P med analiziranimi vrstami.  
 C. chalcites C. eriosoma C. includens T. ni 
Chrysodeixis chalcites     
Chrysodeixis eriosoma 0,011    
Chrysodeixis includens 0,055 0,058   
Trichoplusia ni 0,067 0,070 0,069  







Slika 4.5: Določevanje vrzeli črtne kode. Na diagramu so prikazane vrednosti medsebojnih genskih 
razdalj po Kimurinem dvoparametričnem modelu ter koliko medsebojnih primerjav je vsebovalo določeno 
medgensko razdaljo. Z modro barvo so označene znotrajvrstne razdalje (razdalje med zaporedji C. 





4.6 Značilnosti pripravljenega filogenetskega drevesa 
Iz vsake vrste smo vzeli 6 reprezentativnih zaporedij ter iz njih v programu MEGA X 
pripravili filogenetsko drevo (slika 4.6). Ugotovili smo, da so kljub genetski podobnosti 
sestrskih vrst C. chalcites in C. eriosoma njuna zaporedja v drevesu nedvoumno ločena, 
poleg tega pa smo opazili, da zaporedja zeljnih sovk (Trichoplusia ni) v drevesu tvorijo 
dva skupka: v enem skupku so zaporedja pripadnikov iz Evrazije, v drugem pa zaporedja 
pripadnikov iz Severne Amerike. Zaporedjem iz skupkov smo izračunali medsebojne 
genske razdalje in ugotovili, da sta si skupka različna v približno 4,5 %. 
 
 
Slika 4.6: Filogenetsko drevo analiziranih zaporedij. Na drevesu so po metodi združevanja sosedov in 
modela K2P razdeljena zaporedja proučevanih vrst (6 na vrsto). Osebki, ki imajo v dostopni številki piko 
so iz baze podatkov GenBank, osebki z vezajem pa iz BOLD. V spodnjem levem kotu je merilo, ki 
predstavlja dolžino medgenske razdalje. Zaporedja zeljnih sovk (Trichoplusia ni) so zaradi velikih razlik 






4.7 Celokupne temperaturne vsote posameznih zim 
Preko meteoroloških podatkov temperatur zraka s postaje Podnanos (v prilogi) smo 
izračunali celokupne temperaturne vsote (GDD) za obdobje med novembrom in aprilom 
zadnjih petih zim (slika 4.7). Ugotovili smo, da so se temperaturne vsote v zadnjih petih 
letih povečevale, vendar pa še vedno ne zadostujejo za popoln razvoj paradižnikove sovke 
iz jajčeca do spolno zrelega odraslega metulja, saj ta zahteva 562,39 °D, letošnja 
temperaturna vsota pa je znašala le 232,0 °D. Iz tega sklepamo, da bi se razvoj gosenic v 
metulja podaljšal v maj ali celo junij. 
 
 
Slika 4.7: Temperaturne vsote zadnjih petih zim. Na diagramu so predstavljene vrednosti temperaturnih 





4.8 Pogostost zmrzali na lokaciji Podnanos 
Zaradi netolerance paradižnikove sovke na zmrzal 59 smo preverili, kolikokrat v zadnjih 
petih zimah sta povprečni ter minimalni dnevni temperaturi padli pod 0 °C (slika 4.8). 
Ugotovili smo, da zime v zadnjih petih letih postajajo milejše, vendar pa je število padcev 
pod 0 °C najverjetneje dovolj veliko, da paradižnikove sovke v notranjosti Primorske na 
odprtem niso prezimile. 
 
 
Slika 4.8: Pogostost zmrzali zadnjih petih zim. Na diagramu je z modro prikazano število dni, ko je 
povprečna dnevna temperatura na meteorološki postaji Podnanos padla pod 0 °C, z oranžno pa število dni, 





Z diplomsko nalogo smo želeli preveriti, kako učinkovita je metoda črtne kode DNA pri 
razlikovanju med različnimi vrstami gosenic, ki so si po izgledu preveč podobne za 
nedvoumno morfološko razlikovanje. V nadaljevanju smo se še posebej osredotočili na 
družino sovk (Noctuidae), saj smo gosenico, ki se je uspešno razvila do odraslega metulja, 
identificirali kot paradižnikovo sovko (Chrysodeixis chalcites). Pri tem je treba omeniti, 
da smo vrsto določili zgolj po morfologiji, s črtno kodo DNA pa ne, saj smo zaradi 
izrednih razmer, povezanih z epidemijo virusa SARS-CoV-2, morali eksperimentalno 
delo predčasno prekiniti. Zato obstaja možnost, da se nam je iz bube izlegla sestrska vrsta 
C. eriosoma, ki je po morfologiji skoraj identična C. chalcites 60, 61. Glede na to, da naj bi 
bil življenjski prostor C. eriosoma izključno v tropskih in subtropskih predelih vzhodne 
Azije in Oceanije, je omenjena možnost predvsem teoretična, vendar pa brez rezultatov 
črtne kode DNA ne moramo biti popolnoma prepričani. 
Med postopkom izolacije DNA iz tkiva gosenic smo pri enem vzorcu v predpisanem 
koraku pozabili dodati pufer AL iz kompleta reagentov. Pufer smo zato naknadno dodali 
v lizirno mešanico tik pred nanosom na kolono in jo pred tem dodatno inkubirali pri 56 °C 
za 5 minut. Iz rezultatov na sliki 4.2 lahko sklepamo, da kasnejši dodatek pufra AL ni 
bistveno vplival na izplen izolacije DNA, saj v vseh žepkih opazimo signal, torej je 
izolacija uspela v vseh primerih. Poleg tega pri nekaterih vzorcih opazimo še dodatne 
signale navzdol od žepkov; pri vzorcu 6 se ta nahaja kot posamezna lisa, pri vzorcih 1, 2, 
4, 8, 9 in 22 pa kot razmaz po celotnem gelu. Najverjetnejši razlog za to je, da se je DNA 
med postopkom izolacije delno razgradila na manjše fragmente različnih velikosti. 
Iz rezultatov na sliki 4.3 je razvidno, da je pomnoževanje črtnih kod DNA s PCR uspelo 
v skoraj vseh primerih, saj opazimo lise z močno intenziteto med 600 bp in 700 bp. To se 
ujema s pričakovanji, saj je črtna koda 5'-konca gena COI dolga približno 658 bp 25. 
Izjema je vzorec 2, kjer PCR ni uspel, saj med 600 bp in 700 bp pričakovana lisa ni 
prisotna. Namesto tega opazimo liso manjše intenzitete na vrhu gela, ki je najverjetneje 
izolirana DNA iz prejšnjega postopka. Najverjetneje smo pri vzorcu 2 pozabili v 
reakcijsko mešanico dodati eno izmed komponent (npr. začetne oligonukleotide ali 
dNTP), možno pa je tudi, da smo pred začetkom PCR v mešanico pozabili ali površno 
pipetirali DNA-polimerazo. 
Od preostalih poskusov, ki jih v praksi nismo opravili, bi bilo ključnega pomena 
preverjanje prisotnosti vključka v vektorju z restrikcijsko analizo. Med izolacijo 
PCR-produktov iz gela bi namreč lahko prišlo do poškodbe nekaterih molekul izolirane 
DNA, s čimer bi nastali krajši fragmenti, ki bi se lahko med procesom ligacije vgradili v 
plazmid pJET.12/blunt. Transformirane bakterije bi tako vseeno preživele, saj bi se zaradi 
ligacije na plazmidu utišal letalni gen Eco47I/T7, vendar pa bi vsebovale nepopolna 
zaporedja črtne kode. Za rezanje bi uporabili restriktazo BglII, saj ima ta na plazmidu dve 




ligirane celotne črtne kode bi na agaroznem gelu tako morali opaziti dve lisi, in sicer eno 
pri 704 bp (vključek) ter drugo pri 2928 bp (rezan vektor). Pred začetkom dela bi morali 
še preveriti, ali ima uporabljena restriktaza prepoznavno mesto tudi na črtni kodi. V 
primeru, da je prepoznavno mesto tudi ob robovih črtne kode ali pa da je prepoznavnih 
mest celo več, bi namreč lahko nastali premajhni fragmenti za zanesljivo analizo z AGE, 
zato bi v takem primeru morali uporabiti druge restriktaze. 
Tekom študijskega leta nam je eden od ujetih metuljev, ki smo ga našli na isti lokaciji kot 
preučevane gosenice in identificirali kot tolščarsko veščo (Aglossa pinguinalis), v 
koničasti centrifugirki izlegel jajčeca. V primeru neprekinjenega eksperimentalnega dela 
bi tako lahko tudi preverili, ali se da črtno kodo DNA določiti že iz enega samega jajčeca. 
S tem bi lahko ocenili razširjenost populacij še preden se iz jajčec razvijejo potencialno 
škodljive gosenice, v primeru, da gre za neko redko vrsto, pa bi s tem uničili le eno 
jajčece, ostala pa pustili. 
Kljub nedokončanemu praktičnemu delu smo opravili bioinformatsko analizo, kjer smo 
namesto lastnih nukleotidnih zaporedij uporabili zaporedja iz baz podatkov GenBank in 
BOLD. Pri tem smo opazili, da obe bazi podatkov vsebujeta nekatera zaporedja, ki v 
filogenetskih drevesih posameznih vrst bistveno odstopajo od ostalih (slika 4.4). V veliko 
primerih je šlo za zaporedja prave vrste, ki so odstopala zgolj zaradi kratke dolžine 
(nekatera so komaj presegala 300 bp), v nekaterih primerih pa je bilo zaporedje pripisano 
napačni vrsti. 
Iz tabele 4.1 je razvidno, da so tri od štirih narobe pripisanih zaporedij iz BOLD ter dve 
od šestih iz GenBank še vedno pripisane pravemu rodu (v obeh primerih Chrysodeixis), 
torej je napaka le na ravni vrste. Eno zaporedje iz GenBank (JF854981,1) pripada vrsti 
Rachiplusia nu, ki spada v isto poddružino Plusiinae, medtem ko preostala napačna 
zaporedja pripadajo vrstam, ki ne spadajo niti v isti red. Zaporedje GBMIN38865-13 iz 
BOLD namreč pripada vrsti Diaphorina citri, ki spada med polkrilce (Hemiptera), vsa tri 
napačna zaporedja iz GenBank (GU672973,1, GU672971,1, GU672970,1) pa pripadajo 
vrstam iz redu dvokrilcev (Diptera). Našteti primeri, kjer je bila črtna koda pripisana 
napačni vrsti, vendar znotraj istega rodu/poddružine, so najverjetneje posledica napake 
pri določanju vrste po morfologiji (C. chalcites, C. includens, C. eriosoma in C. acuta so 
si namreč morfološko zelo podobne) ter deponiranja zaporedja v bazo podatkov brez 
predhodne poravnave/primerjave z že obstoječimi osebki v bazi podatkov. V primerih, 
kjer je bila črtna koda pripisana vrsti iz različnega redu, pa je najverjetneje prišlo do 
napake pri vnašanju podatkov o črtni kodi v bazo podatkov ali pa do napake pri 
laboratorijskem delu, če so hkrati analizirali črtne kode več različnih vrst žuželk. 
Izmed vseh narobe anotiranih zaporedij najbolj izstopa zaporedje HQ236550,2 iz zbirke 
GenBank. Najbližji zadetek v BLAST-u za to zaporedje namreč pripada osebku iz istega 
rodu (Chrysodeixis), vendar pa se z zaporedjem HQ236550,2 ujema v le 93 %, kar je 
bistveno premalo, da bi bila osebka iste vrste. Zaporedje smo tako vnesli še v BOLD-ov 




gre pri zaporedju HQ236550,2 za v jedru prisoten mitohondrijski psevdogen (NUMT), 
saj vsebuje nesmiselne mutacije, ki niso značilne za mitohondrijske gene. Glede na to, da 
so narobe pripisana zaporedja v BOLD skoraj vsa še vedno znotraj iste poddružine, v 
GenBank pa pripadajo osebkom iz različnih redov ali pa so lahko celo psevdogeni, je 
BOLD v primerjavi z GenBank bolj zanesljiva baza podatkov za iskanje črtnih kod, kar 
je tudi skladno z literaturo 25. 
Pri računanju medgenskih razdalj in določanju vrzeli črtne kode (ang. barcoding gap) 
smo uporabili Kimurin dvoparametrični model (K2P), saj se ta večinoma uporablja v 
stroki 29, 62. Za interpretacijo smo razdalje med geni poenostavili tako, da razdalja 0,01 po 
modelu K2P predstavlja približno 1-odstotno razlikovanje v nukleotidnem zaporedju. Iz 
rezultatov povprečnih medgenskih razdalj med posameznimi vrstami (tabela 4.2) 
opazimo, da razlika v nukleotidnem zaporedju črtne kode Chrysodeixis chalcites v 
primerjavi z ostalimi vrstami narašča z oddaljenostjo v sorodstvu (sestrska vrsta, isti rod, 
ista poddružina, isti red), kar je skladno s pričakovanji. Pri tem opazimo tudi, da se 
sestrski vrsti C. chalcites in C. eriosoma v nukleotidnem zaporedju črtne kode povprečno 
razlikujeta v le 1,1 %, torej bistveno manj kot 3 %, kar naj bi predstavljalo mejo za 
razlikovanje med vrstami nevretenčarjev 45. Ker se vrednosti znotrajvrstnih in medvrstnih 
medsebojnih genskih razdalj dotikajo (slika 4.5), pri teh dveh vrstah ne opazimo vrzeli 
črtne kode. V primerjavi z ostalimi analiziranimi vrstami se Chrysodeixis chalcites 
razlikuje v dovolj velikem deležu nukleotidnega zaporedja (več kot 5,5 %), torej je 
uporaba črtne kode DNA za razlikovanje med njimi ustrezna, medtem ko pri razlikovanju 
s sestrsko vrsto tega ne moremo trditi. V primeru sestrskih vrst bi bilo najbolje uporabiti 
še kakšno drugo regijo, ki se lahko uporabi kot črtna koda, ter druge tehnike, kot so 
primerjava spolnih organov 63 ter biokemijska analiza feromonov 64.  
Pri pripravi filogenetskega drevesa smo za vsako vrsto uporabili le 6 popolnih zaporedij, 
s čimer smo se izognili nepotrebnim odstopanjem zaporedij v drevesu, ki bi jih lahko 
povzročili vrzeli in nukleotidi N. Poleg tega smo poskusili vključiti čim več 
polimorfizmov, da bi zagotovili kar najbolj reprezentativne vzorce. Za pripravo drevesa 
smo uporabili metodo združevanja sosedov (ang. neighbour-joining tree) in model K2P, 
saj se ta kombinacija pogosto uporablja v stroki 29. V drevesu (slika 4.6) je razvidno, da 
so vrste med seboj oddaljene v skladu z njihovo taksonomijo. Medtem ko smo pri analizi 
medgenskih razdalj opazili, da sta si sestrski vrsti C. chalcites in C. eriosoma zelo 
podobni (razlika v le 1,1 %), pa tu opazimo, da osebki zeljne sovke (Trichoplusia ni) 
tvorijo dva precej oddaljena skupka. Zaporedjem zeljnih sovk smo tako posebej izračunali 
medsebojne genske razdalje in ugotovili, da sta si skupka različna v približno 4,5 %, kar 
bi po razlikovalni meji 3 % pomenilo, da gre v tem primeru za dve različni vrsti (kriptični 
vrsti). Poleg tega smo ugotovili, da zaporedja iz enega skupka pripadajo osebkom iz 
Severne Amerike, zaporedja iz drugega pa osebkom iz Evrazije. Tako kot pri C. chalcites 
in C. eriosoma, bi tudi v tem primeru morali za razrešitev uganke, ali gre za eno ali dve 
različni vrsti, uporabiti več različnih metod (dodatna regija črtne kode, pregled 




Za konec smo izvedli še meteorološko analizo temperatur zraka zadnjih petih zim za 
lokacijo Podnanos, saj je ta najbližje kraju, kjer smo gosenice našli na pelargonijah. Za 
Chrysodeixis chalcites namreč velja, da ima svoje izhodiščno področje razširjenosti v 
toplejših krajih, kot je Sredozemlje. Osebkom lahko sicer poleti in jeseni močni južni 
vetrovi omogočijo, da pridejo vse do Centralne in Severne Evrope, vendar pa v notranjosti 
celine zime ne preživijo na prostem, saj ne prenašajo zmrzali 53, 59. Ena izmed posledic 
globalnega segrevanja so milejše zime, kar bi lahko privedlo do migracije in 
prezimovanja metuljev, med njimi C. chalcites, v zaledju severnega Sredozemlja 65. S 
tem bi se povečala škoda, ki jo C. chalcites povzroča na kmetijskih rastlinah, kot so fižol, 
paradižnik in krompir, ter na okrasnih rastlinah, kot so pelargonije 53. Drugih 
meteoroloških podatkov nismo uporabili, saj na razvoj hladnokrvnih žuželk najbolj vpliva 
temperatura zraka 56. 
Iz rezultatov na sliki 4.7 je razvidno, da so se zime v Podnanosu v zadnjih petih letih 
nekoliko otoplile. Temperaturne vsote posameznih zim namreč z leti naraščajo, kar 
pomeni, da je vsako leto več povprečnih dnevnih temperatur, ki presegajo mejo 9,42 °C, 
nad katero poteka razvoj C. chalcites 57. Kljub temu se jajčeca, ki so bila odložena v 
novembru, čez zimo ne morejo razviti vse do spolno zrelega odraslega metulja, saj je za 
ta razvoj potrebnih 562,39 °D, vsota temperatur letošnje zime pa je dosegla le 232,0 °D. 
Iz tega sklepamo, da bi se razvoj gosenic v metulje podaljšal v maj ali celo junij. 
Rezultati na sliki 4.8 prav tako nakazujejo na otoplitev zadnjih petih zim. Skozi leta 
namreč pada število dni, ko so bile povprečne in minimalne dnevne temperature nižje od 
0 °C. V letošnji zimi ni bilo celo nobenega dneva s povprečno temperaturo pod 0 °C, 
vendar to najverjetneje ne velja za kraj, kjer smo našli gosenice, saj je ta v povprečju za 
1 stopinjo hladnejši od Podnanosa. Kljub vsemu je bilo vsako zimo precej dni, ko je bila 
minimalna dnevna temperatura nižja od 0 °C, kar nakazuje na veliko možnost zmrzali, 
le-ta pa povzroči smrt gosenic C. chalcites, ki se nahajajo na prostem 59, ne pa nujno na 
zaščitenih mikrolokacijah (rastlinjaki, balkoni itd.) 53. Najzgodnejše slike opaženih 
metuljev v notranjosti Slovenije, ki so iz sredine avgusta, tako najverjetneje pripadajo 
osebkom, ki so med poletjem prišli iz Sredozemlja 53. Morebitna stalna prisotnost metulja 
C. chalcites v notranjosti Slovenije tako trenutno še ni verjetna, vendar pa se v primeru 





Cilj diplomske naloge je bil preveriti učinkovitost črtne kode DNA pri razlikovanju med 
gosenicami različnih vrst, ki so si morfološko zelo podobne. Zaradi prekinjenega 
praktičnega dela smo za bioinformatsko analizo uporabili nukleotidna zaporedja iz baz 
podatkov GenBank in BOLD, s čimer smo tudi preverili njihovo zanesljivost. Ugotovili 
smo, da so v obeh bazah podatkov shranjena tako zaporedja, ki niso popolna, kot tudi 
zaporedja, ki so pripisana napačni vrsti, zato je treba prenesena zaporedja iz obeh baz 
vedno preveriti. 
Z analizo medgenskih razdalj in pripravo filogenetskega drevesa smo ugotovili, da se 
nukleotidna zaporedja črtnih kod sestrskih vrst Chrysodeixis chalcites in Chrysodeixis 
eriosoma razlikujejo povprečno le v 1,1 %, kar nakazuje na eno samo vrsto, medtem ko 
se zaporedja Trichoplusia ni iz Severne Amerike ter Evrazije razlikujejo povprečno kar 
v 4,5 %, kar kaže na dve različni vrsti. V omenjenih primerih bi bilo treba za potrditev 
domnev v nadaljnjih poskusih uporabiti za črtno kodo še kakšno drugo regijo DNA in 
poleg tega uporabiti tudi klasične metode. 
Za konec smo opravili še klimatološko analizo zadnjih petih zim v Podnanosu, s katero 
smo preverili morebitno sposobnost C. chalcites, da prezimi tudi v notranjosti Primorske, 
kar bi lahko privedlo do širjenja potencialnega škodljivca v notranjost celine. Ugotovili 
smo, da so v zadnjih petih letih zime postale milejše, kar kažejo povišane vrednosti 
temperaturnih vsot in manjšanje števila dni s povprečno ter minimalno dnevno 
temperaturo pod 0 °C. Kljub temu situacija še ni kritična, saj na zimo temperatura še 
vedno velikokrat pade pod 0 °C, s čimer najverjetneje pride do zmrzali in smrti sovk na 





1. Z.-Q. Zhang: Animal biodiversity: An outline of higher-level classification and 
survey of taxonomic richness. Auckland, NZ: Magnolia Press 2011. 
2. A. B. Klots, E. B. Klots: Žuželke. Ljubljana: Mladinska knjiga 1970. 
3. Talni škodljivci v pridelavi poljščin. https://www.kgzs.si/rastlinska-
pridelava/strokovna-gradiva?year=2014 (pridobljeno 7. 7. 2020). 
4. Noctuidae. http://www.agri.huji.ac.il/mepests/entry/Noctuidae/ (pridobljeno 6. 7. 
2020). 
5. V. H. Resh, R. T. Cardé: Encycolpedia of Insects. 2. izd., London: Academic 
Press 2009. 
6. Listne sovke. https://www.ivr.si/skodljivec/sovke/ (pridobljeno 7. 7. 2020). 
7. C. L. Hauser: Lepidoptera, Moths and Butterflies. Volume 1: Evolution, 
Systematics, and Biogeography. Berlin: De Gruyter 1999. 
8. A. D. Oliver: Biology and illustrated key for the identification of twenty species 
of economically important noctuid pests. LSU Agric. Exp. Stn. Reports 1981, 
733. 
9. R. Zahiri, D. Lafontaine, C. Schmidt, J. D. Holloway, I. J. Kitching, M. Mutanen, 
N. Wahlberg: Relationships among the basal lineages of Noctuidae (Lepidoptera, 
Noctuoidea) based on eight gene regions. Zool. Scr. 2013, 42(5), str. 488–507. 
10. J. S. Kirti, M. A. Dar: Keys for the identification and segregation of Noctuid 
subfamilies. Insect Environ. 2013, 19(3), str. 176–179. 
11. R. Zahiri, I. J. Kitching, J. D. Lafontaine, M. Mutanen, L. Kaila, J. D. Holloway, 
N. Wahlberg: A new molecular phylogeny offers hope for a stable family level 
classification of the Noctuoidea (Lepidoptera). Zool. Scr. 2011, 40(2), str. 158–
173. 
12. Vir fotografije: Janez Kamin (Prirodoslovni muzej Slovenije, Podatkovna zbirka 
fotografij nevretenčarjev). http://www1.pms-
lj.si/animalia/galerija.php?load=1266 (pridobljeno 23. 8. 2020). 
13. J. Gould, R. Venette, D. Winograd: Effect of temperature on development and 
population parameters of Copitarsia decolora (Lepidoptera: Noctuidae). Environ. 
Entomol. 2005, 34(3), str. 548–556. 
14. D. L. J. Quicke: Mimicry, Crypsis, Masquerade and other Adaptive 
Resemblances. Hoboken, NJ: John Wiley & Sons 2017. 
15. Vir fotografije: Wolfgang Wagner (pyrgus.de). 
http://www.pyrgus.de/Chrysodeixis_chalcites_en.html (pridobljeno 23. 8. 2020). 
16. Vir fotografije: David Cappaert (Bugwood.org). 





17. Vir fotografije: Steve Hatch (Bugwood.org). 
https://www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgnum=5138040 (pridobljeno 23. 
8. 2020). 
18. Vir fotografije: Merle Shepard, Gerald R.Carner in P.A.C Ooi (Bugwood.org). 
https://www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgnum=5368055 (pridobljeno 23. 
8. 2020). 
19. Vir fotografije: Gyorgy Csoka (Bugwood.org). 
https://www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgnum=5371127 (pridobljeno 23. 
8. 2020). 
20. S. C. Passoa: Key to frequently named lepidopteran larvae intercepted, or 
potentially encountered, at U.S. ports. http://idtools.org/id/leps/lepintercept/ 
(pridobljeno 8. 7. 2020). 
21. Ž. Fišer Pečnikar, E. V. Buzan: 20 years since the introduction of DNA 
barcoding: from theory to application. J. Appl. Genet. 2014, 55(1), str. 43–52. 
22. W. J. Kress, D. L. Erickson: DNA Barcodes: Methods and Protocols. V: DNA 
Barcodes: Methods and Protocols. W. J. Kress, D. L. Erickson (ur.), Totowa, NJ: 
Humana Press 2012, str. 3–8. 
23. Z. Kowalska, F. Pniewski, A. Latała: DNA barcoding – A new device in 
phycologist’s toolbox. Ecohydrol. Hydrobiol. 2019, 19(3), str. 417–427. 
24. P. Krishna Krishnamurthy, R. A. Francis: A critical review on the utility of DNA 
barcoding in biodiversity conservation. Biodivers. Conserv. 2012, 21(8), str. 
1901–1919. 
25. N. Evans, G. Paulay: DNA Barcoding Methods for Invertebrates. V: DNA 
Barcodes: Methods and Protocols. W. J. Kress, D. L. Erickson (ur.), Totowa, NJ: 
Humana Press 2012, str. 47–77. 
26. R. S. Purty, S. Chatterjee: DNA Barcoding: An effective technique in molecular 
taxonomy. Austin J. Biotechnol. Bioeng. 2016, 3(1), str. 1059. 
27. O. Folmer, M. Black, W. Hoeh, R. Lutz, R. Vrijenhoek: DNA primers for 
amplification of mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I from diverse 
metazoan invertebrates. Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 1994, 3(5), str. 294–299. 
28. J.-J. Wilson, K.-W. Sing, R. M. Floyd, P. D. N. Hebert: DNA Barcodes and 
Insect Biodiversity. V: Insect Biodiversity. W. J. Kress, D. L. Erickson (ur.), 
Chichester: John Wiley & Sons 2017, str. 575–592. 
29. M. Hajibabaei, D. H. Janzen, J. M. Burns, W. Hallwachs, P. D. N. Hebert: DNA 
barcodes distinguish species of tropical Lepidoptera. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 
A. 2006, 103(4), str. 968–971. 
30. B. Śmietanka, A. Burzyński, R. Wenne: Comparative genomics of marine 
mussels (Mytilus spp.) gender associated mtDNA: Rapidly evolving atp8. J. Mol. 




31. D. Erpenbeck, J. N. A. Hooper, G. Worheide: CO1 phylogenies in diploblasts 
and the „Barcoding of Life“ - are we sequencing a suboptimal partition? Mol. 
Ecol. Notes 2006, 6(2), str. 550–553. 
32. M. Vences, Z. T. Nagy, G. Sonet, E. Verheyen: DNA Barcoding Amphibians and 
Reptiles. V: DNA Barcodes: Methods and Protocols. W. J. Kress, D. L. Erickson 
(ur.), Washington DC: Humana Press 2012, str. 79–107. 
33. P. M. Hollingsworth, L. L. Forrest, J. L. Spouge, M. Hajibabaei, S. 
Ratnasingham, M. van der Bank, M. W. Chase, R. S. Cowan, D. L. Erickson, … 
D. P. Little: A DNA barcode for land plants. Proc. Natl. Acad. Sci. 2009, 
106(31), str. 12794–12797. 
34. A. J. Fazekas, M. L. Kuzmina, S. G. Newmaster, P. M. Hollingsworth: DNA 
Barcoding Methods for Land Plants. V: DNA Barcodes: Methods and Protocols. 
W. J. Kress, D. L. Erickson (ur.), Totowa, NJ: Humana Press 2012, str. 223–252. 
35. C. L. Schoch, K. A. Seifert, S. Huhndorf, V. Robert, J. L. Spouge, C. A. 
Levesque, W. Chen, E. Bolchacova, K. Voigt, … D. Schindel: Nuclear ribosomal 
internal transcribed spacer (ITS) region as a universal DNA barcode marker for 
Fungi. Proc. Natl. Acad. Sci. 2012, 109(16), str. 6241–6246. 
36. U. Eberhardt: Methods for DNA Barcoding of Fungi. V: DNA Barcodes: 
Methods and Protocols. W. J. Kress, D. L. Erickson (ur.), Totowa, NJ: Humana 
Press 2012, str. 183–205. 
37. J. Wilson, J.-F. Landry, D. Janzen, W. Hallwachs, V. Nazari, M. Hajibabaei, P. 
Hebert: Identity of the ailanthus webworm moth (Lepidoptera, Yponomeutidae), 
a complex of two species: evidence from DNA barcoding, morphology and 
ecology. Zookeys 2010, 46, str. 41–60. 
38. T. Karisch, K. Kramp, R. Peters: Notes on the genus Chrysodeixis Hübner, 
[1821] (Lepidoptera: Noctuidae) on St Helena Island. Metamorphosis 2018, 29, 
str. 137–145. 
39. R. Zahiri, J. D. Holloway, I. J. Kitching, J. D. Lafontaine, M. Mutanen, N. 
Wahlberg: Molecular phylogenetics of Erebidae (Lepidoptera, Noctuoidea). Syst. 
Entomol. 2012, 37(1), str. 102–124. 
40. P. Barber, S. L. Boyce: Estimating diversity of Indo-Pacific coral reef 
stomatopods through DNA barcoding of stomatopod larvae. Proc. R. Soc. B Biol. 
Sci. 2006, 273(1597), str. 2053–2061. 
41. S. R. Kennedy, H. Krehenwinkel: DNA barcoding and community assembly—A 
simple solution to a complex problem. Mol. Ecol. 2020, 29(13), str. 2318–2320. 
42. H. Krehenwinkel, S. Kennedy, S. Pekár, R. G. Gillespie: A cost‐efficient and 
simple protocol to enrich prey DNA from extractions of predatory arthropods for 
large‐scale gut content analysis by Illumina sequencing. Methods Ecol. Evol. 
2017, 8(1), str. 126–134. 
43. D. A. Baker, D. W. Stevenson, D. P. Little: DNA barcode identification of black 




44. C. P. Meyer, G. Paulay: DNA barcoding: Error rates based on comprehensive 
sampling. PLoS Biol. 2005, 3(12), str. 1–10. 
45. P. D. N. Hebert, A. Cywinska, S. L. Ball, J. R. DeWaard: Biological 
identifications through DNA barcodes. Proc. R. Soc. B Biol. Sci. 2003, 
270(1512), str. 313–321. 
46. D. Rubinoff: Essays: Utility of mitochondrial DNA barcodes in species 
conservation. Conserv. Biol. 2006, 20(4), str. 1026–1033. 
47. Thermo Scientific: GeneRuler 100 bp DNA Ladder. 
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0241#/SM0241 
(pridobljeno 23. 7. 2020). 




(pridobljeno 23. 7. 2020). 
49. Thermo Scientific: CloneJET PCR Cloning Kit. 
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1231#/K1231 
(pridobljeno 23. 7. 2020). 
50. Plasmid Files: pJET1.2/blunt. https://www.snapgene.com/resources/plasmid-
files/?set=basic_cloning_vectors&plasmid=pJET1.2_blunt (pridobljeno 18. 7. 
2020). 
51. R. J. Bork: Primer efficacy in the DNA barcoding of spiders (Diplomsko delo, 
University of Northern Iowa 2015). Pridobljeno s 
https://scholarworks.uni.edu/hpt/169/. 
52. Cacyreus marshalli (pelargonium butterfly). 
https://www.cabi.org/isc/datasheet/10683 (pridobljeno 22. 8. 2020). 
53. Rapid Pest Risk Analysis for Chrysodeixis chalcites 
https://secure.fera.defra.gov.uk/phiw/riskRegister/viewPestRisks.cfm?cslref=142
54 (pridobljeno 5. 8. 2020). 
54. S. Kumar, G. Stecher, M. Li, C. Knyaz, K. Tamura: MEGA X: Molecular 
evolutionary genetics analysis across computing platforms. Mol. Biol. Evol. 
2018, 35(6), str. 1547–1549. 
55. Agencija Republike Slovenije za okolje. https://meteo.arso.gov.si/met/sl/archive/ 
(pridobljeno 6. 8. 2020). 
56. Predicting Insect Development Using Degree Days. 
https://entomology.ca.uky.edu/ef123 (pridobljeno 5. 8. 2020). 
57. M. del Pino, T. Cabello, E. Hernández-Suárez: Age-Stage, Two-Sex Life Table 
of Chrysodeixis chalcites (Lepidoptera: Noctuidae) at Constant Temperatures on 
Semi-Synthetic Diet. Environ. Entomol. 2020, str. 1–12. 





management-of-insect-pests-in-landscape (pridobljeno 22. 8. 2020). 
59. Chrysodeixis chalcites (golden twin-spot moth). 
https://www.cabi.org/isc/datasheet/13243 (pridobljeno 5. 8. 2020). 
60. EPPO Global Database: Mini data sheet on Chrysodeixis eriosoma. 
https://gd.eppo.int/taxon/CHRXER/documents (pridobljeno 5. 8. 2020). 
61. Golden twin spot moth. http://download.ceris.purdue.edu/file/2130 (pridobljeno 
4. 8. 2020). 
62. M. Virgilio, T. Backeljau, B. Nevado, M. De Meyer: Comparative performances 
of DNA barcoding across insect orders. BMC Bioinformatics 2010, 11(1), str. 
206. 
63. T. Vaglia, J. Haxaire, I. J. Kitching, I. Meusnier, R. Rougerie: Morphology and 
DNA barcoding reveal three cryptic species within the Xylophanes neoptolemus 
and Loelia species-groups (Lepidoptera: Sphingidae). Zootaxa 2008, 1923(1), str. 
18–36. 
64. J. M. Lassance, G. P. Svensson, M. V. Kozlov, W. Francke, C. Löfstedt: 
Pheromones and Barcoding Delimit Boundaries between Cryptic Species in the 
Primitive Moth Genus Eriocrania (Lepidoptera: Eriocraniidae). J. Chem. Ecol. 
2019, 45, str. 429–439. 
65. T. H. Sparks, R. L. H. Dennis, P. J. Croxton, M. Cade: Increased migration of 






8.1 Meteorološki podatki temperatur zraka s postaje Podnanos 
Meteorološki podatki, ki smo jih vzeli s spletne strani ARSO, so bili v obliki temperatur 
zraka v 10-30 minutnih intervalih. V programu Microsoft Excel smo podatke pretvorili v 
povprečne in minimalne dnevne temperature. V spodnjih tabelah so prikazane povprečne 
in minimalne dnevne temperature od 1. 10. do 30. 4. preteklih petih zim. 
2015/16 2016/17 
Dan Tpovp Tmin Dan Tpovp Tmin 
1. 10. 2015 14,0 11,9 1. 10. 2016 18,3 14,1 
2. 10. 2015 15,9 13,1 2. 10. 2016 16,4 14,4 
3. 10. 2015 15,9 12,7 3. 10. 2016 14,9 8,4 
4. 10. 2015 15,6 13,0 4. 10. 2016 13,4 7,6 
5. 10. 2015 16,4 12,0 5. 10. 2016 12,2 4,6 
6. 10. 2015 15,9 14,2 6. 10. 2016 9,1 3,4 
7. 10. 2015 17,2 15,8 7. 10. 2016 11,0 5,9 
8. 10. 2015 16,9 13,4 8. 10. 2016 11,0 8,0 
9. 10. 2015 16,2 10,6 9. 10. 2016 13,2 10,1 
10. 10. 2015 15,3 13,2 10. 10. 2016 10,1 8,5 
11. 10. 2015 13,7 7,8 11. 10. 2016 9,4 6,1 
12. 10. 2015 12,0 6,5 12. 10. 2016 8,1 1,8 
13. 10. 2015 12,6 10,9 13. 10. 2016 8,7 4,7 
14. 10. 2015 12,7 11,4 14. 10. 2016 12,7 9,5 
15. 10. 2015 13,0 10,4 15. 10. 2016 15,6 12,3 
16. 10. 2015 10,1 4,9 16. 10. 2016 16,0 11,9 
17. 10. 2015 9,9 4,0 17. 10. 2016 14,1 9,2 
18. 10. 2015 12,0 7,2 18. 10. 2016 13,9 10,2 
19. 10. 2015 11,1 7,4 19. 10. 2016 12,6 7,6 
20. 10. 2015 9,3 2,5 20. 10. 2016 10,5 9,1 
21. 10. 2015 12,4 8,4 21. 10. 2016 10,7 9,1 
22. 10. 2015 11,7 9,7 22. 10. 2016 10,5 4,3 
23. 10. 2015 12,0 7,3 23. 10. 2016 12,0 8,7 
24. 10. 2015 12,9 7,0 24. 10. 2016 13,3 11,9 
25. 10. 2015 11,3 3,8 25. 10. 2016 15,0 14,3 
26. 10. 2015 14,2 6,0 26. 10. 2016 17,0 13,7 
27. 10. 2015 10,9 5,8 27. 10. 2016 13,7 9,2 
28. 10. 2015 12,5 8,7 28. 10. 2016 11,3 4,9 
29. 10. 2015 13,8 12,3 29. 10. 2016 12,5 5,3 
30. 10. 2015 14,8 12,6 30. 10. 2016 11,8 7,1 




1. 11. 2015 13,0 10,7 1. 11. 2016 10,1 5,2 
2. 11. 2015 9,6 2,8 2. 11. 2016 11,5 10,8 
3. 11. 2015 7,9 2,0 3. 11. 2016 10,8 8,5 
4. 11. 2015 9,2 2,5 4. 11. 2016 7,9 0,9 
5. 11. 2015 9,5 3,6 5. 11. 2016 12,0 8,3 
6. 11. 2015 12,1 6,3 6. 11. 2016 15,4 11,3 
7. 11. 2015 13,4 8,7 7. 11. 2016 9,6 5,3 
8. 11. 2015 12,9 7,6 8. 11. 2016 7,5 6,0 
9. 11. 2015 11,1 5,8 9. 11. 2016 6,9 4,3 
10. 11. 2015 9,1 5,1 10. 11. 2016 5,9 4,0 
11. 11. 2015 9,8 4,4 11. 11. 2016 7,8 5,5 
12. 11. 2015 9,2 3,3 12. 11. 2016 7,7 3,2 
13. 11. 2015 8,5 2,5 13. 11. 2016 6,0 2,6 
14. 11. 2015 11,0 6,5 14. 11. 2016 4,8 3,5 
15. 11. 2015 9,3 6,1 15. 11. 2016 3,3 -1,7 
16. 11. 2015 9,9 5,0 16. 11. 2016 4,2 -0,9 
17. 11. 2015 8,1 3,6 17. 11. 2016 7,6 3,3 
18. 11. 2015 10,2 9,3 18. 11. 2016 10,0 8,0 
19. 11. 2015 10,5 9,6 19. 11. 2016 12,4 10,9 
20. 11. 2015 9,9 9,0 20. 11. 2016 12,9 10,1 
21. 11. 2015 8,1 4,2 21. 11. 2016 12,9 11,6 
22. 11. 2015 4,5 0,9 22. 11. 2016 13,6 11,1 
23. 11. 2015 3,6 -1,8 23. 11. 2016 13,8 10,8 
24. 11. 2015 4,6 1,2 24. 11. 2016 13,6 12,6 
25. 11. 2015 1,9 -3,5 25. 11. 2016 13,1 11,2 
26. 11. 2015 5,0 3,2 26. 11. 2016 12,1 10,0 
27. 11. 2015 6,2 5,2 27. 11. 2016 10,5 6,4 
28. 11. 2015 4,6 -0,6 28. 11. 2016 6,6 0,6 
29. 11. 2015 2,7 -2,6 29. 11. 2016 2,0 -3,5 
30. 11. 2015 5,7 -0,7 30. 11. 2016 1,5 -4,8 
1. 12. 2015 8,6 7,1 1. 12. 2016 1,9 -1,4 
2. 12. 2015 8,0 4,1 2. 12. 2016 5,1 -0,7 
3. 12. 2015 7,3 3,9 3. 12. 2016 5,0 -0,1 
4. 12. 2015 6,9 4,6 4. 12. 2016 3,5 -1,2 
7. 12. 2015 3,7 1,3 5. 12. 2016 4,9 2,1 
8. 12. 2015 6,5 0,8 6. 12. 2016 5,3 1,3 
9. 12. 2015 5,0 -0,6 7. 12. 2016 3,1 -2,0 
10. 12. 2015 8,3 -1,3 8. 12. 2016 2,9 -1,8 
11. 12. 2015 3,0 -2,2 9. 12. 2016 2,8 -1,2 
12. 12. 2015 2,7 -1,6 10. 12. 2016 2,1 -2,3 
13. 12. 2015 5,0 -0,7 11. 12. 2016 3,0 -3,3 
14. 12. 2015 8,0 4,9 12. 12. 2016 5,2 1,1 




16. 12. 2015 5,2 0,5 14. 12. 2016 5,6 2,4 
17. 12. 2015 6,5 3,4 15. 12. 2016 4,8 -1,2 
18. 12. 2015 4,7 0,1 16. 12. 2016 4,6 2,9 
19. 12. 2015 4,5 0,4 17. 12. 2016 1,7 -3,0 
20. 12. 2015 5,2 1,1 18. 12. 2016 0,1 -4,3 
21. 12. 2015 7,0 2,5 19. 12. 2016 5,4 -0,4 
22. 12. 2015 8,4 7,5 20. 12. 2016 3,3 0,6 
23. 12. 2015 7,5 5,6 21. 12. 2016 2,6 -0,4 
24. 12. 2015 8,1 7,3 22. 12. 2016 2,2 -1,5 
25. 12. 2015 6,4 1,6 23. 12. 2016 10,0 1,6 
26. 12. 2015 3,2 -1,3 24. 12. 2016 5,9 2,3 
27. 12. 2015 1,3 -3,5 25. 12. 2016 6,3 2,7 
28. 12. 2015 -0,3 -4,6 26. 12. 2016 5,4 0,7 
29. 12. 2015 5,2 -5,6 27. 12. 2016 7,1 0,5 
30. 12. 2015 6,5 2,5 28. 12. 2016 5,0 -2,1 
31. 12. 2015 1,7 -2,0 29. 12. 2016 2,9 -3,3 
1. 1. 2016 1,0 -2,7 30. 12. 2016 -0,8 -5,5 
2. 1. 2016 1,8 -4,1 31. 12. 2016 2,8 -2,4 
3. 1. 2016 0,7 -3,6 1. 1. 2017 3,5 -0,5 
4. 1. 2016 -0,9 -3,0 2. 1. 2017 3,5 -0,7 
5. 1. 2016 2,8 0,6 3. 1. 2017 3,5 -4,1 
6. 1. 2016 3,8 1,0 4. 1. 2017 0,2 -4,3 
7. 1. 2016 3,4 -1,7 5. 1. 2017 1,3 -4,4 
8. 1. 2016 5,4 1,4 6. 1. 2017 -1,7 -7,2 
9. 1. 2016 7,5 6,5 7. 1. 2017 -4,3 -8,7 
10. 1. 2016 9,0 7,8 8. 1. 2017 -3,9 -9,0 
11. 1. 2016 12,2 8,9 9. 1. 2017 -2,1 -6,6 
12. 1. 2016 7,8 1,5 10. 1. 2017 -2,9 -6,4 
13. 1. 2016 4,9 1,2 11. 1. 2017 -3,8 -8,2 
14. 1. 2016 3,4 -0,8 12. 1. 2017 -1,4 -5,3 
15. 1. 2016 3,5 -1,0 13. 1. 2017 4,0 0,2 
16. 1. 2016 2,2 -2,7 14. 1. 2017 1,2 -2,1 
17. 1. 2016 0,8 -3,7 15. 1. 2017 3,7 -1,6 
18. 1. 2016 -0,8 -4,6 16. 1. 2017 1,4 0,3 
19. 1. 2016 -1,7 -5,4 17. 1. 2017 1,3 0,3 
20. 1. 2016 -1,4 -6,1 18. 1. 2017 1,4 0,6 
21. 1. 2016 1,6 -4,7 19. 1. 2017 1,9 0,5 
22. 1. 2016 0,6 -3,9 20. 1. 2017 2,7 0,7 
23. 1. 2016 0,4 -2,8 21. 1. 2017 3,3 -2,8 
24. 1. 2016 1,0 -4,0 22. 1. 2017 3,5 -2,4 
25. 1. 2016 1,9 -2,7 23. 1. 2017 0,9 -3,0 
26. 1. 2016 3,2 -2,3 24. 1. 2017 2,6 -1,9 




28. 1. 2016 8,1 6,6 26. 1. 2017 0,5 -1,2 
29. 1. 2016 8,5 5,8 27. 1. 2017 -0,3 -8,0 
30. 1. 2016 7,7 6,7 28. 1. 2017 1,1 -2,2 
31. 1. 2016 9,0 7,6 29. 1. 2017 0,6 -3,1 
1. 2. 2016 9,5 8,0 30. 1. 2017 1,9 -3,7 
2. 2. 2016 8,4 5,9 31. 1. 2017 4,0 2,1 
3. 2. 2016 7,8 5,3 1. 2. 2017 6,9 6,4 
4. 2. 2016 5,2 -0,5 2. 2. 2017 7,4 6,4 
5. 2. 2016 4,6 -1,7 3. 2. 2017 9,6 6,8 
6. 2. 2016 5,9 -0,2 4. 2. 2017 7,9 5,9 
7. 2. 2016 7,0 3,6 5. 2. 2017 6,6 2,3 
8. 2. 2016 10,3 7,8 6. 2. 2017 9,0 7,1 
9. 2. 2016 10,0 7,5 7. 2. 2017 7,9 5,7 
10. 2. 2016 7,2 0,9 8. 2. 2017 5,2 3,2 
11. 2. 2016 3,7 -1,4 9. 2. 2017 3,0 1,9 
12. 2. 2016 3,4 -0,8 10. 2. 2017 4,5 2,8 
13. 2. 2016 5,5 3,4 11. 2. 2017 4,1 2,3 
14. 2. 2016 7,2 4,9 12. 2. 2017 4,8 0,9 
15. 2. 2016 8,1 5,5 13. 2. 2017 4,5 1,2 
16. 2. 2016 7,3 5,0 14. 2. 2017 3,9 -2,3 
17. 2. 2016 6,2 4,9 15. 2. 2017 5,4 -2,5 
18. 2. 2016 8,8 3,7 16. 2. 2017 8,7 1,6 
19. 2. 2016 7,9 5,0 17. 2. 2017 6,3 -0,6 
20. 2. 2016 7,4 2,6 18. 2. 2017 8,2 3,5 
21. 2. 2016 6,5 0,5 19. 2. 2017 6,6 0,6 
22. 2. 2016 8,5 6,3 20. 2. 2017 5,5 0,4 
23. 2. 2016 10,3 8,5 21. 2. 2017 5,3 2,9 
24. 2. 2016 7,4 1,9 22. 2. 2017 6,4 5,2 
25. 2. 2016 4,7 2,6 23. 2. 2017 7,1 5,4 
26. 2. 2016 5,9 3,1 24. 2. 2017 8,1 5,3 
27. 2. 2016 3,9 1,4 25. 2. 2017 7,6 5,5 
28. 2. 2016 8,2 4,7 26. 2. 2017 6,8 -0,6 
29. 2. 2016 10,3 7,2 27. 2. 2017 7,7 1,2 
1. 3. 2016 7,9 3,0 28. 2. 2017 10,1 6,9 
2. 3. 2016 7,2 1,6 1. 3. 2017 8,0 3,0 
3. 3. 2016 6,3 4,6 2. 3. 2017 7,5 0,6 
4. 3. 2016 6,8 2,3 3. 3. 2017 10,0 4,9 
5. 3. 2016 7,5 0,7 4. 3. 2017 9,5 7,1 
6. 3. 2016 8,7 4,8 5. 3. 2017 9,1 6,4 
7. 3. 2016 5,8 4,1 6. 3. 2017 8,7 4,4 
8. 3. 2016 4,9 1,3 7. 3. 2017 10,8 6,9 
9. 3. 2016 7,1 5,9 8. 3. 2017 10,9 4,9 




11. 3. 2016 10,8 9,6 10. 3. 2017 11,6 5,2 
12. 3. 2016 9,8 8,3 11. 3. 2017 10,2 3,8 
13. 3. 2016 8,6 7,4 12. 3. 2017 10,1 4,3 
14. 3. 2016 8,9 3,8 13. 3. 2017 8,4 0,8 
15. 3. 2016 5,4 -0,6 14. 3. 2017 8,5 1,2 
16. 3. 2016 6,0 4,2 15. 3. 2017 9,8 4,6 
17. 3. 2016 9,3 2,7 16. 3. 2017 9,9 3,6 
18. 3. 2016 8,1 2,4 17. 3. 2017 10,1 3,1 
19. 3. 2016 9,0 1,8 18. 3. 2017 10,3 4,3 
20. 3. 2016 9,5 2,7 19. 3. 2017 12,6 7,7 
21. 3. 2016 9,9 6,5 20. 3. 2017 12,6 6,7 
22. 3. 2016 10,2 3,6 21. 3. 2017 12,0 8,3 
23. 3. 2016 8,4 7,2 22. 3. 2017 10,7 7,4 
24. 3. 2016 8,1 0,4 23. 3. 2017 12,7 7,1 
25. 3. 2016 8,1 4,8 24. 3. 2017 12,7 4,8 
26. 3. 2016 8,6 3,9 25. 3. 2017 15,7 7,3 
27. 3. 2016 8,2 1,8 26. 3. 2017 9,4 4,3 
28. 3. 2016 8,7 5,7 27. 3. 2017 10,5 1,7 
29. 3. 2016 11,4 6,8 28. 3. 2017 11,8 2,8 
30. 3. 2016 10,8 5,5 29. 3. 2017 15,4 5,3 
31. 3. 2016 13,0 8,9 30. 3. 2017 15,7 9,0 
1. 4. 2016 13,5 7,6 31. 3. 2017 14,9 8,0 
2. 4. 2016 13,7 7,2 1. 4. 2017 13,2 6,2 
3. 4. 2016 13,4 6,0 2. 4. 2017 13,2 6,7 
4. 4. 2016 10,7 5,1 3. 4. 2017 16,3 6,2 
5. 4. 2016 13,7 6,7 4. 4. 2017 16,9 11,5 
6. 4. 2016 14,3 6,9 5. 4. 2017 13,5 9,6 
7. 4. 2016 15,4 7,5 6. 4. 2017 13,0 9,6 
8. 4. 2016 15,9 11,2 7. 4. 2017 10,8 5,8 
9. 4. 2016 12,3 9,9 8. 4. 2017 12,6 4,0 
10. 4. 2016 13,2 8,9 9. 4. 2017 14,0 6,9 
11. 4. 2016 14,0 8,6 10. 4. 2017 14,3 7,6 
12. 4. 2016 13,0 6,2 11. 4. 2017 14,4 7,1 
13. 4. 2016 13,8 6,7 12. 4. 2017 14,5 8,1 
14. 4. 2016 12,2 8,0 13. 4. 2017 14,2 7,7 
15. 4. 2016 13,5 8,8 14. 4. 2017 16,1 9,3 
16. 4. 2016 13,7 6,5 15. 4. 2017 13,8 11,2 
17. 4. 2016 15,6 8,5 16. 4. 2017 12,5 6,7 
18. 4. 2016 15,6 10,1 17. 4. 2017 11,8 6,7 
19. 4. 2016 12,9 6,9 18. 4. 2017 7,3 3,4 
20. 4. 2016 12,6 5,1 19. 4. 2017 7,6 2,4 
21. 4. 2016 13,0 6,1 20. 4. 2017 8,0 -0,3 




23. 4. 2016 11,8 8,6 22. 4. 2017 9,3 2,2 
24. 4. 2016 9,7 6,4 23. 4. 2017 10,8 3,5 
25. 4. 2016 8,2 4,1 24. 4. 2017 10,4 6,7 
26. 4. 2016 9,2 3,4 25. 4. 2017 13,4 10,0 
27. 4. 2016 10,5 2,6 26. 4. 2017 14,4 12,2 
28. 4. 2016 8,2 5,2 27. 4. 2017 15,0 12,6 
29. 4. 2016 11,4 4,7 28. 4. 2017 12,5 8,5 
30. 4. 2016 13,0 3,4 29. 4. 2017 12,2 6,8 
   30. 4. 2017 13,2 5,6 
 
2017/18 2018/19 
Dan Tpovp Tmin Dan Tpovp Tmin 
1. 10. 2017 15,8 12,0 1. 10. 2018 11,8 6,0 
2. 10. 2017 14,6 7,3 2. 10. 2018 13,5 7,5 
3. 10. 2017 13,2 9,6 3. 10. 2018 13,7 5,1 
4. 10. 2017 16,4 13,2 4. 10. 2018 18,1 15,3 
5. 10. 2017 16,0 13,8 5. 10. 2018 17,5 12,9 
6. 10. 2017 14,4 7,1 6. 10. 2018 16,2 13,5 
7. 10. 2017 10,8 4,5 7. 10. 2018 16,9 14,6 
8. 10. 2017 12,8 7,3 8. 10. 2018 18,6 14,5 
9. 10. 2017 12,9 7,6 9. 10. 2018 19,8 14,4 
10. 10. 2017 15,1 11,3 10. 10. 2018 20,3 18,0 
11. 10. 2017 14,0 10,3 11. 10. 2018 18,0 12,2 
12. 10. 2017 15,1 12,6 12. 10. 2018 17,7 11,9 
13. 10. 2017 15,0 10,9 13. 10. 2018 19,7 17,3 
14. 10. 2017 15,2 7,2 14. 10. 2018 18,5 12,0 
15. 10. 2017 15,0 8,2 15. 10. 2018 14,9 11,7 
16. 10. 2017 15,0 8,5 16. 10. 2018 16,4 12,7 
17. 10. 2017 15,2 8,9 17. 10. 2018 17,4 13,3 
18. 10. 2017 14,1 8,9 18. 10. 2018 19,1 13,6 
19. 10. 2017 11,9 6,7 19. 10. 2018 19,6 13,3 
20. 10. 2017 12,8 9,2 20. 10. 2018 17,0 11,1 
21. 10. 2017 13,8 12,0 21. 10. 2018 12,8 10,4 
22. 10. 2017 12,9 8,6 22. 10. 2018 13,3 10,7 
23. 10. 2017 11,5 6,5 23. 10. 2018 14,8 9,5 
24. 10. 2017 12,6 4,2 24. 10. 2018 13,6 7,5 
25. 10. 2017 12,4 7,1 25. 10. 2018 12,4 6,3 
26. 10. 2017 12,0 5,7 26. 10. 2018 13,1 11,5 
27. 10. 2017 12,1 6,1 27. 10. 2018 17,8 13,4 
28. 10. 2017 10,3 5,8 28. 10. 2018 16,7 14,9 
29. 10. 2017 11,8 7,8 29. 10. 2018 17,8 12,5 




31. 10. 2017 10,1 3,2 31. 10. 2018 11,6 7,6 
1. 11. 2017 10,4 6,3 1. 11. 2018 12,8 8,0 
2. 11. 2017 9,2 4,9 2. 11. 2018 14,9 13,1 
3. 11. 2017 12,4 7,1 3. 11. 2018 17,2 11,9 
4. 11. 2017 11,1 7,4 4. 11. 2018 16,7 11,7 
5. 11. 2017 13,7 10,9 5. 11. 2018 14,8 11,9 
6. 11. 2017 10,5 7,3 6. 11. 2018 15,1 12,9 
7. 11. 2017 9,9 8,5 7. 11. 2018 14,4 11,0 
8. 11. 2017 11,3 8,1 8. 11. 2018 13,6 8,9 
9. 11. 2017 10,5 8,3 9. 11. 2018 11,8 6,7 
10. 11. 2017 9,3 4,7 10. 11. 2018 12,0 9,5 
11. 11. 2017 9,6 6,6 11. 11. 2018 13,6 11,4 
12. 11. 2017 9,7 8,2 12. 11. 2018 14,6 13,2 
13. 11. 2017 6,5 4,0 13. 11. 2018 13,4 11,6 
14. 11. 2017 7,2 6,1 14. 11. 2018 13,4 9,7 
15. 11. 2017 7,7 6,0 15. 11. 2018 12,1 9,6 
16. 11. 2017 8,7 7,0 16. 11. 2018 9,7 8,0 
17. 11. 2017 9,8 8,5 17. 11. 2018 7,7 5,2 
18. 11. 2017 8,5 2,0 18. 11. 2018 5,8 4,6 
19. 11. 2017 6,3 1,3 19. 11. 2018 4,8 2,5 
20. 11. 2017 5,0 0,1 20. 11. 2018 4,8 2,1 
21. 11. 2017 7,6 1,9 21. 11. 2018 7,6 5,0 
22. 11. 2017 9,7 8,1 22. 11. 2018 7,6 6,5 
23. 11. 2017 9,2 7,3 23. 11. 2018 9,7 7,2 
24. 11. 2017 9,6 5,6 24. 11. 2018 12,2 8,9 
25. 11. 2017 10,1 8,7 25. 11. 2018 11,0 9,9 
26. 11. 2017 7,3 5,6 26. 11. 2018 10,0 8,7 
27. 11. 2017 4,3 -1,1 27. 11. 2018 8,5 5,7 
28. 11. 2017 3,1 -1,4 28. 11. 2018 4,6 2,1 
29. 11. 2017 5,0 3,6 29. 11. 2018 3,5 1,9 
30. 11. 2017 4,4 2,6 30. 11. 2018 2,9 1,7 
1. 12. 2017 4,6 3,6 1. 12. 2018 6,0 2,8 
2. 12. 2017 4,5 3,5 2. 12. 2018 7,2 6,1 
3. 12. 2017 2,5 -3,1 3. 12. 2018 7,8 5,9 
4. 12. 2017 -0,6 -5,2 4. 12. 2018 7,6 3,8 
5. 12. 2017 1,5 -4,0 5. 12. 2018 9,0 4,6 
6. 12. 2017 2,7 -1,6 6. 12. 2018 6,0 3,4 
7. 12. 2017 6,4 0,9 7. 12. 2018 7,2 2,2 
8. 12. 2017 7,8 6,2 8. 12. 2018 6,6 1,0 
9. 12. 2017 1,9 -2,5 9. 12. 2018 5,4 0,1 
10. 12. 2017 0,3 -3,6 10. 12. 2018 4,6 1,7 
11. 12. 2017 9,7 0,5 11. 12. 2018 2,9 -1,1 




13. 12. 2017 5,9 3,5 13. 12. 2018 2,4 -1,8 
14. 12. 2017 6,8 5,7 14. 12. 2018 2,4 1,9 
15. 12. 2017 10,1 4,7 15. 12. 2018 0,8 -4,4 
16. 12. 2017 5,7 3,9 16. 12. 2018 0,3 -4,6 
17. 12. 2017 2,8 -1,5 17. 12. 2018 3,2 -0,6 
18. 12. 2017 0,9 -3,7 18. 12. 2018 1,7 -2,2 
19. 12. 2017 -0,5 -5,1 19. 12. 2018 2,1 -3,0 
20. 12. 2017 1,2 -2,7 20. 12. 2018 4,7 2,9 
21. 12. 2017 1,2 -3,9 21. 12. 2018 5,6 4,7 
22. 12. 2017 2,7 -2,9 22. 12. 2018 5,6 4,9 
23. 12. 2017 4,4 -0,1 23. 12. 2018 6,7 4,6 
24. 12. 2017 3,3 -1,4 24. 12. 2018 7,9 5,6 
25. 12. 2017 3,6 -1,1 25. 12. 2018 4,3 0,4 
26. 12. 2017 6,7 4,9 26. 12. 2018 1,2 -1,9 
27. 12. 2017 9,3 6,9 27. 12. 2018 0,2 -5,5 
28. 12. 2017 6,3 3,3 28. 12. 2018 0,6 -2,7 
29. 12. 2017 3,7 -1,1 29. 12. 2018 3,9 -2,4 
30. 12. 2017 1,5 -2,3 30. 12. 2018 3,8 0,7 
31. 12. 2017 3,9 -0,9 31. 12. 2018 4,8 -1,4 
1. 1. 2018 6,1 4,5 1. 1. 2019 4,9 0,1 
2. 1. 2018 5,2 0,7 2. 1. 2019 3,8 -1,6 
3. 1. 2018 3,7 -0,2 3. 1. 2019 3,0 -2,6 
4. 1. 2018 4,9 1,0 4. 1. 2019 0,3 -3,6 
5. 1. 2018 8,4 6,1 5. 1. 2019 -0,4 -3,9 
6. 1. 2018 10,2 8,6 6. 1. 2019 2,1 -4,7 
7. 1. 2018 10,3 8,4 7. 1. 2019 1,9 -2,7 
8. 1. 2018 10,6 7,6 8. 1. 2019 2,1 -0,9 
9. 1. 2018 11,4 9,1 9. 1. 2019 3,0 -1,8 
10. 1. 2018 7,3 2,4 10. 1. 2019 3,2 -1,8 
11. 1. 2018 6,3 2,2 11. 1. 2019 0,9 -3,4 
12. 1. 2018 8,5 7,4 12. 1. 2019 0,9 -3,4 
13. 1. 2018 7,0 5,3 13. 1. 2019 3,8 -2,0 
14. 1. 2018 4,7 2,5 14. 1. 2019 5,6 1,0 
15. 1. 2018 3,3 -1,0 15. 1. 2019 2,7 -2,8 
16. 1. 2018 3,3 2,0 16. 1. 2019 4,7 -1,1 
17. 1. 2018 4,4 0,0 17. 1. 2019 7,8 5,3 
18. 1. 2018 3,6 -3,3 18. 1. 2019 5,9 3,5 
19. 1. 2018 7,1 5,2 19. 1. 2019 3,0 2,0 
20. 1. 2018 4,2 -0,7 20. 1. 2019 1,3 -4,0 
21. 1. 2018 6,8 2,6 21. 1. 2019 2,3 -0,1 
22. 1. 2018 4,8 -0,5 22. 1. 2019 2,4 0,8 
23. 1. 2018 4,8 -0,6 23. 1. 2019 0,4 -0,8 




25. 1. 2018 4,8 1,0 25. 1. 2019 1,3 0,1 
26. 1. 2018 7,4 5,0 26. 1. 2019 1,2 -3,0 
27. 1. 2018 7,9 3,5 27. 1. 2019 2,7 -4,0 
28. 1. 2018 8,2 4,2 28. 1. 2019 5,9 4,3 
29. 1. 2018 5,2 1,4 29. 1. 2019 5,0 1,6 
30. 1. 2018 6,6 5,0 30. 1. 2019 2,2 -2,8 
31. 1. 2018 6,0 5,5 31. 1. 2019 3,8 0,7 
1. 2. 2018 8,7 5,9 1. 2. 2019 7,4 1,3 
2. 2. 2018 5,8 3,8 2. 2. 2019 10,3 6,6 
3. 2. 2018 3,8 1,7 3. 2. 2019 7,8 4,9 
4. 2. 2018 2,7 -0,9 4. 2. 2019 6,7 4,4 
5. 2. 2018 1,1 -2,9 5. 2. 2019 6,9 3,6 
6. 2. 2018 1,8 -3,4 6. 2. 2019 7,5 3,3 
7. 2. 2018 4,0 1,7 7. 2. 2019 5,4 -2,4 
8. 2. 2018 5,1 2,9 8. 2. 2019 7,1 1,3 
9. 2. 2018 5,0 1,7 9. 2. 2019 5,3 0,3 
10. 2. 2018 4,0 -1,5 10. 2. 2019 6,6 3,9 
11. 2. 2018 3,0 -1,6 11. 2. 2019 7,4 3,1 
12. 2. 2018 2,3 -1,2 12. 2. 2019 5,8 -1,1 
13. 2. 2018 3,0 -2,7 13. 2. 2019 4,3 -1,8 
14. 2. 2018 1,1 -3,5 14. 2. 2019 5,7 -1,5 
15. 2. 2018 0,9 -3,9 15. 2. 2019 7,5 1,5 
16. 2. 2018 3,6 -3,5 16. 2. 2019 7,4 1,2 
17. 2. 2018 6,7 1,2 17. 2. 2019 8,1 0,6 
18. 2. 2018 4,5 3,1 18. 2. 2019 6,8 -0,9 
19. 2. 2018 2,6 1,7 19. 2. 2019 5,6 -0,1 
20. 2. 2018 3,6 1,8 20. 2. 2019 6,9 2,3 
21. 2. 2018 4,1 3,2 21. 2. 2019 6,8 0,6 
22. 2. 2018 2,9 1,5 22. 2. 2019 9,0 0,6 
23. 2. 2018 2,8 -0,4 23. 2. 2019 3,8 -0,4 
24. 2. 2018 3,1 -1,7 24. 2. 2019 4,7 -0,7 
25. 2. 2018 -3,3 -5,9 25. 2. 2019 8,3 1,1 
26. 2. 2018 -6,1 -7,2 26. 2. 2019 9,6 4,1 
27. 2. 2018 -5,2 -6,8 27. 2. 2019 11,0 3,2 
28. 2. 2018 -4,0 -9,1 28. 2. 2019 8,3 1,5 
1. 3. 2018 -2,9 -5,5 1. 3. 2019 7,3 0,8 
2. 3. 2018 0,4 -1,1 2. 3. 2019 8,3 1,4 
3. 3. 2018 1,4 -0,1 3. 3. 2019 9,5 3,6 
4. 3. 2018 3,6 -0,4 4. 3. 2019 8,2 1,1 
5. 3. 2018 4,5 1,1 5. 3. 2019 9,1 3,5 
6. 3. 2018 3,8 1,6 6. 3. 2019 8,4 1,8 
7. 3. 2018 6,1 4,3 7. 3. 2019 12,3 7,3 




9. 3. 2018 7,9 3,2 9. 3. 2019 11,0 6,6 
10. 3. 2018 8,9 6,1 10. 3. 2019 10,9 8,2 
11. 3. 2018 9,4 7,7 11. 3. 2019 8,7 2,9 
12. 3. 2018 11,1 7,5 12. 3. 2019 5,6 -1,1 
13. 3. 2018 9,7 5,2 13. 3. 2019 5,4 0,4 
14. 3. 2018 8,6 4,4 14. 3. 2019 5,7 -0,1 
15. 3. 2018 9,0 5,2 15. 3. 2019 7,6 0,2 
16. 3. 2018 7,8 4,0 16. 3. 2019 9,9 2,4 
17. 3. 2018 7,5 4,5 17. 3. 2019 10,8 5,2 
18. 3. 2018 5,3 0,9 18. 3. 2019 8,7 5,5 
19. 3. 2018 1,9 -0,2 19. 3. 2019 7,4 6,1 
20. 3. 2018 2,8 1,2 20. 3. 2019 8,5 4,1 
21. 3. 2018 4,0 2,0 21. 3. 2019 10,7 6,5 
22. 3. 2018 3,9 0,5 22. 3. 2019 14,7 7,8 
23. 3. 2018 5,3 0,0 23. 3. 2019 16,8 8,5 
24. 3. 2018 5,1 -1,2 24. 3. 2019 14,4 7,2 
25. 3. 2018 7,0 -0,3 25. 3. 2019 12,3 5,0 
26. 3. 2018 8,7 -0,2 26. 3. 2019 9,1 5,6 
27. 3. 2018 8,2 2,4 27. 3. 2019 9,2 4,8 
28. 3. 2018 9,5 3,0 28. 3. 2019 10,6 6,9 
29. 3. 2018 9,9 7,3 29. 3. 2019 11,6 5,6 
30. 3. 2018 13,9 9,7 30. 3. 2019 11,4 3,8 
31. 3. 2018 11,6 6,8 31. 3. 2019 14,4 3,7 
1. 4. 2018 10,2 6,0 1. 4. 2019 18,7 15,8 
2. 4. 2018 9,7 2,0 2. 4. 2019 16,9 12,2 
3. 4. 2018 11,2 5,7 3. 4. 2019 12,7 7,9 
4. 4. 2018 9,7 7,4 4. 4. 2019 14,7 10,9 
5. 4. 2018 11,5 7,0 5. 4. 2019 9,8 7,8 
6. 4. 2018 12,6 4,0 6. 4. 2019 8,7 4,2 
7. 4. 2018 13,6 5,6 7. 4. 2019 10,3 5,5 
8. 4. 2018 12,5 4,6 8. 4. 2019 10,9 7,6 
9. 4. 2018 13,9 9,5 9. 4. 2019 12,5 9,2 
10. 4. 2018 12,7 9,2 10. 4. 2019 12,7 9,1 
11. 4. 2018 13,9 10,0 11. 4. 2019 11,6 10,2 
12. 4. 2018 12,3 9,8 12. 4. 2019 9,7 8,5 
13. 4. 2018 12,7 7,3 13. 4. 2019 10,0 7,7 
14. 4. 2018 15,2 5,8 14. 4. 2019 10,1 8,1 
15. 4. 2018 19,5 14,5 15. 4. 2019 13,2 9,8 
16. 4. 2018 17,0 13,5 16. 4. 2019 11,8 4,0 
17. 4. 2018 17,8 12,2 17. 4. 2019 14,1 3,9 
18. 4. 2018 18,0 11,6 18. 4. 2019 14,4 7,0 
19. 4. 2018 17,7 9,8 19. 4. 2019 13,9 5,8 




21. 4. 2018 18,5 10,6 21. 4. 2019 15,0 7,2 
22. 4. 2018 15,3 8,1 22. 4. 2019 13,5 5,0 
23. 4. 2018 15,9 7,9 23. 4. 2019 12,4 11,2 
24. 4. 2018 17,3 8,7 24. 4. 2019 15,2 11,7 
25. 4. 2018 17,4 9,5 25. 4. 2019 16,7 11,7 
26. 4. 2018 18,3 10,6 26. 4. 2019 15,8 10,6 
27. 4. 2018 17,6 13,5 27. 4. 2019 12,6 7,0 
28. 4. 2018 18,8 12,5 28. 4. 2019 9,9 6,6 
29. 4. 2018 18,3 11,0 29. 4. 2019 10,2 8,4 
30. 4. 2018 16,8 12,1 30. 4. 2019 11,9 7,4 
 
2019/20 
Dan Tpovp Tmin 
1. 10. 2019 19,3 15,4 
2. 10. 2019 17,0 13,1 
3. 10. 2019 14,2 9,6 
4. 10. 2019 12,4 6,0 
5. 10. 2019 13,5 9,4 
6. 10. 2019 12,3 6,4 
7. 10. 2019 13,3 10,0 
8. 10. 2019 13,2 8,2 
9. 10. 2019 13,7 8,7 
10. 10. 2019 15,2 10,7 
11. 10. 2019 15,4 8,9 
12. 10. 2019 14,8 10,5 
13. 10. 2019 15,3 11,1 
14. 10. 2019 15,1 11,6 
15. 10. 2019 15,5 13,6 
16. 10. 2019 16,3 10,7 
17. 10. 2019 14,4 9,0 
18. 10. 2019 15,5 12,7 
19. 10. 2019 15,7 13,0 
20. 10. 2019 16,9 14,5 
21. 10. 2019 17,3 13,0 
22. 10. 2019 17,0 12,3 
23. 10. 2019 16,7 10,9 
24. 10. 2019 14,3 8,0 
25. 10. 2019 15,3 9,4 
26. 10. 2019 16,5 10,9 
27. 10. 2019 14,4 8,9 
28. 10. 2019 15,5 9,5 




30. 10. 2019 10,6 9,5 
31. 10. 2019 8,9 8,1 
1. 11. 2019 9,6 7,5 
2. 11. 2019 9,9 7,6 
3. 11. 2019 15,8 11,8 
4. 11. 2019 13,8 9,7 
5. 11. 2019 14,9 11,5 
6. 11. 2019 11,1 6,8 
7. 11. 2019 9,4 6,1 
8. 11. 2019 10,9 6,4 
9. 11. 2019 9,6 4,6 
10. 11. 2019 9,5 3,6 
11. 11. 2019 7,2 3,5 
12. 11. 2019 9,9 8,0 
13. 11. 2019 9,6 4,9 
14. 11. 2019 7,2 3,3 
15. 11. 2019 12,3 6,0 
16. 11. 2019 12,5 10,6 
17. 11. 2019 14,8 11,3 
18. 11. 2019 9,6 7,5 
19. 11. 2019 12,3 9,4 
20. 11. 2019 11,0 8,9 
21. 11. 2019 9,5 6,6 
22. 11. 2019 9,6 4,6 
23. 11. 2019 11,8 7,2 
24. 11. 2019 13,0 10,7 
25. 11. 2019 11,1 5,1 
26. 11. 2019 8,5 4,7 
27. 11. 2019 11,0 8,1 
28. 11. 2019 11,7 10,4 
29. 11. 2019 10,0 6,0 
30. 11. 2019 7,5 4,0 
1. 12. 2019 5,6 2,7 
2. 12. 2019 9,4 7,0 
3. 12. 2019 5,4 1,5 
4. 12. 2019 4,4 1,5 
5. 12. 2019 3,0 -2,7 
6. 12. 2019 6,6 3,7 
7. 12. 2019 7,5 4,8 
8. 12. 2019 7,6 4,1 
9. 12. 2019 7,9 6,7 
10. 12. 2019 8,3 4,0 




12. 12. 2019 3,5 -0,2 
13. 12. 2019 3,2 0,7 
14. 12. 2019 5,3 0,9 
15. 12. 2019 7,3 0,2 
16. 12. 2019 10,6 9,2 
17. 12. 2019 11,4 9,4 
18. 12. 2019 12,1 9,4 
19. 12. 2019 12,9 11,2 
20. 12. 2019 11,8 9,9 
21. 12. 2019 13,1 9,7 
22. 12. 2019 9,0 7,0 
23. 12. 2019 7,4 3,8 
24. 12. 2019 5,5 2,1 
25. 12. 2019 5,2 1,3 
26. 12. 2019 5,5 1,4 
27. 12. 2019 6,6 2,5 
28. 12. 2019 5,5 -1,2 
29. 12. 2019 1,7 -2,3 
30. 12. 2019 2,5 -1,2 
31. 12. 2019 2,8 -1,4 
1. 1. 2020 4,9 0,1 
2. 1. 2020 4,2 -0,5 
3. 1. 2020 3,5 -1,0 
4. 1. 2020 4,3 -1,8 
5. 1. 2020 6,4 -1,1 
6. 1. 2020 2,1 -2,3 
7. 1. 2020 2,1 -3,9 
8. 1. 2020 4,6 -1,4 
9. 1. 2020 4,5 -0,3 
10. 1. 2020 3,1 -1,3 
11. 1. 2020 7,0 -1,3 
12. 1. 2020 6,5 -0,1 
13. 1. 2020 4,6 -0,9 
14. 1. 2020 4,9 1,6 
15. 1. 2020 5,5 2,7 
16. 1. 2020 7,0 0,6 
17. 1. 2020 8,5 2,9 
18. 1. 2020 6,1 2,5 
19. 1. 2020 7,2 5,3 
20. 1. 2020 5,9 4,7 
21. 1. 2020 4,9 0,5 
22. 1. 2020 2,2 -1,9 




24. 1. 2020 3,6 -0,9 
25. 1. 2020 6,0 0,9 
26. 1. 2020 7,9 7,3 
27. 1. 2020 7,5 6,3 
28. 1. 2020 8,7 6,3 
29. 1. 2020 6,0 0,8 
30. 1. 2020 5,4 -1,4 
31. 1. 2020 9,0 5,0 
1. 2. 2020 8,6 7,8 
2. 2. 2020 9,0 7,8 
3. 2. 2020 9,2 8,2 
4. 2. 2020 8,9 1,9 
5. 2. 2020 5,3 -2,2 
6. 2. 2020 5,1 -0,7 
7. 2. 2020 4,9 -1,4 
8. 2. 2020 4,5 -1,8 
9. 2. 2020 5,2 -0,7 
10. 2. 2020 7,3 5,6 
11. 2. 2020 8,5 3,8 
12. 2. 2020 7,3 1,5 
13. 2. 2020 7,1 0,4 
14. 2. 2020 7,8 3,0 
15. 2. 2020 7,5 2,3 
16. 2. 2020 7,2 1,8 
17. 2. 2020 7,6 3,6 
18. 2. 2020 10,6 7,7 
19. 2. 2020 9,8 3,4 
20. 2. 2020 5,5 -0,3 
21. 2. 2020 5,5 -0,7 
22. 2. 2020 6,2 -0,7 
23. 2. 2020 7,0 2,2 
24. 2. 2020 10,8 7,5 
25. 2. 2020 9,3 8,2 
26. 2. 2020 9,4 6,0 
27. 2. 2020 6,3 0,1 
28. 2. 2020 7,1 1,5 
29. 2. 2020 7,0 -0,9 
1. 3. 2020 9,7 7,3 
2. 3. 2020 9,5 8,1 
3. 3. 2020 9,2 5,7 
4. 3. 2020 7,7 1,8 
5. 3. 2020 6,3 0,8 




7. 3. 2020 10,0 3,6 
8. 3. 2020 7,3 1,2 
9. 3. 2020 6,9 1,5 
10. 3. 2020 7,8 2,2 
11. 3. 2020 8,8 2,5 
12. 3. 2020 10,3 2,8 
13. 3. 2020 10,6 9,2 
14. 3. 2020 10,8 8,0 
15. 3. 2020 8,9 6,2 
16. 3. 2020 7,9 0,2 
17. 3. 2020 7,9 -1,0 
18. 3. 2020 13,9 5,1 
19. 3. 2020 13,0 6,2 
20. 3. 2020 11,2 5,3 
21. 3. 2020 11,7 5,8 
22. 3. 2020 7,0 2,3 
23. 3. 2020 3,9 0,4 
24. 3. 2020 4,5 1,0 
25. 3. 2020 3,2 1,3 
26. 3. 2020 4,6 2,5 
27. 3. 2020 10,6 7,5 
28. 3. 2020 13,1 6,1 
29. 3. 2020 11,5 5,1 
30. 3. 2020 7,6 3,9 
31. 3. 2020 5,5 2,9 
1. 4. 2020 4,6 -1,9 
2. 4. 2020 6,1 -2,6 
3. 4. 2020 7,7 -0,8 
4. 4. 2020 13,5 4,1 
5. 4. 2020 14,6 9,6 
6. 4. 2020 17,1 13,3 
7. 4. 2020 16,8 9,3 
8. 4. 2020 15,9 7,4 
9. 4. 2020 14,6 6,7 
10. 4. 2020 16,6 8,2 
11. 4. 2020 16,9 9,2 
12. 4. 2020 15,9 7,9 
13. 4. 2020 14,0 7,4 
14. 4. 2020 9,4 5,7 
15. 4. 2020 9,5 0,2 
16. 4. 2020 11,5 3,2 
17. 4. 2020 12,1 3,3 




19. 4. 2020 15,6 5,3 
20. 4. 2020 14,8 12,7 
21. 4. 2020 14,5 11,9 
22. 4. 2020 15,9 8,3 
23. 4. 2020 15,5 7,0 
24. 4. 2020 14,5 7,7 
25. 4. 2020 15,2 7,5 
26. 4. 2020 15,6 9,7 
27. 4. 2020 15,4 9,0 
28. 4. 2020 15,7 11,7 
29. 4. 2020 14,8 10,3 
30. 4. 2020 15,1 8,7 
 
